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内 容 简 介 


本 书包 括 56 个 实验 ,内 容 涉及 细胞 生理 、 水 分 生理 、 矿 质 营养 、 
呼吸 代谢 、 光 合作 用 等 植物 生理 学 的 各 个 领域 ， 其 中 生长 发 育 和 植物 
激素 方面 的 实验 较 多 ; 既是 基础 理论 ， 也 有 近年 来 的 研究 成 果 ， 实 验 
方法 上 采用 了 较 新 的 技术 . 


可 供 高 等 院 校生 物 系 、 农学 系 师 生 和 有 关 科 技 估 员 参考 . 
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这 本 手册 中 的 实验 是 为 了 一 至 两 学 期 的 植物 生理 学 这 程 
用 的 。 它 们 在 内 容 和 复杂 性 上 是 很 不 同 的 ， 这 样 就 能 对 于 个 
别 选 择 、 课 程 设计 以 及 可 利用 的 设备 提供 最 大 的 适应 性 .此 
外 ， 其 中 有 些 实验 可 以 用 于 高 级 植物 生理 学 课程 ， 它 们 在 正 
式 的 教学 中 没有 可 到 . 

鉴于 实验 的 数目 很 多 ， 不 能 期 望 在 任何 一 个 课程 中 完成 
所 有 的 实验 ， 但 是 他 们 应 该 有 区 别 地 选择 提供 范围 很 广 的 基 
本 的 生理 学 概念 和 技术 . 

虽然 我 们 想 按照 题目 的 共性 把 实验 分 组 ， 这 在 茶 些 情况 
下 是 行 不 通 的 ， 在 这 本 手册 中 的 实验 是 按 顺 订 编 排 的 . 在 一 
个 课程 中 所 选择 的 实验 是 很 不 相同 的 ， 所 以 要 由 每 一 教师 目 
由 决定 。 附 录 对 于 帮助 安排 和 指导 制备 特别 试剂 具有 相 尖 的 
价值 . 

每 一 实验 包括 着 目的 、 材 料 、 步 又 、 结 果 和 结论 ， 还 有 
文献 。 这 样 编排 除了 在 每 一 练习 中 解决 技术 以 外 ， 还 间接 地 
说 明了 科学 交 六 的 基本 论 理 和 方式 ， 材 料 的 数量 和 性 质 是 对 
一 组 学 生 进 行 全 部 实验 用 的 。 照 我 们 的 经 验 ， 在 上 课 前 制备 
材料 和 试剂 是 方便 些 . 但 是 某 些 制备 技术 对 于 化 学 基础 差 的 
学 生 可 能 是 有 用 的 . 

每 一 实验 的 步骤 部 分 包括 着 不 同 的 项 目 ， 在 完整 性 上 这 
可 能 是 不 够 完全 的 ， 这 要 看 练习 本 身 和 期 望 包括 的 范围 。 

关于 得 到 的 结果 ， 书 中 有 表格 可 以 记录 事实 资料 。 过 去 
我 们 鼓励 学 生 在 一 个 短 的 报告 上 写 出 他 们 的 结果 和 结论 ， 因 


人 1 村 


为 这 样 对 增进 基本 概念 和 技术 是 有 效 的 . 
文献 部 分 可 以 提高 学 生 关 于 特别 的 创造 性 的 努力 的 理 
解 ， 练 习 就 是 以 此 为 基础 。 文 献 目 录 不 是 太 广 泛 ， 但 是 提供 
了 知识 背景 ， 并 可 作为 得 到 更 大 范围 的 文献 的 起 点 . 
BF 五 . 魏 海 姆 〔VWitham) 
D. F. 锡 勤 德 斯 (Blaydes) 
R. M. 藏 威 林 (Devlin) 
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实验 1 植物 营 并 和 矿质 缺乏 


目的 


为 了 证 明 植 物 生长 在 不 同 的 营养 液 里 表现 出 的 矿质 缺乏 


材料 


40 株 药 豆 (Phpaseo1rvs ZLSEarzs 工 .) 幼 苗 (7 一 10 天 苗 龄 ); 

13 种 水 溶 贮备 液 ,在 玻璃 频 中 ( 表 1-1); 

13 个 容量 瓶 (1 升 , 为 制备 贮备 芒 用 ); 

13 支 移 液 管 ( 5 毫升 ) ; 

几 个 大 的 三 角 关 和 燃 杯 ; 

11 个 1/4 加 仑 的 生 ( 或 陶 大 饶 ); 

11 个 塑料 口袋 ; 

11 个 有 4 个 孔 的 木 盖 ; 

30 个 软木 塞 ( 先 在 每 个 塞 上 打 一 个 孔 并 纵 切 成 相等 的 两 
半 ); 

一 套 打 和 孔 絮 ; 

刀 卢 ; 

外 科 用 小 刀 ; 

标记 用 铅笔 

棉花 ; 

温室 ; 

有 


步骤 


A. 植物 材料 


可 用 各 种 植物 来 证 明 矿 质 缺乏 症 .。 但 一 般 用 番 荔 、 回 日 
葵 、 获 草 或 菜豆 植物 ,因为 它们 能 很 好 地 表现 出 不 同 的 症状 ; 
RAY (7 一 10 天 苗 龄 的 幼苗 ) ， 在 

馏 水 稀释 成 1:6 的 商品 次 氛 酸 溶液 中 浸种 2 0 分 钟 消毒 

若 种子 有 浮 起 的 趋向 ,可 盖 上 用 溶液 饱和 的 棉花 . 

消毒 后 ,将 种 子 放 在 盆 或 严 里 的 湿润 的 凤 石 上 ,并 再 用 半 
英 时 的 蚂 石 覆盖 .该 种 子 在 室温 下 或 温室 里 很 容易 发 本 。 仅 
用 攻 馏 水 来 维持 发 的 幼 盏 . 


B. 贮备 液 


贮备 液 的 制备 是 取 一 定量 的 每 种 化 学 药品 ( 表 11) 放 在 
一 个 容量 瓶 里 并 加 入 燕 馅 水 到 容积 (1I 升 ). 每 个 容 各 仅 用 来 
装 一 种 化 学 药品 .如 所 需 贮 备 芒 少 于 一 升 ， 则 按 比例 地 减少 
化 学 药品 量 . 


G. 容器 和 盖子 


不 同 式样 的 容器 例如 冰 淇 凑 盒 ,陶器 饶 或 瓦 饶 , 用 遮光 向 
箔 、 棕 色 纸 或 其 他 物质 覆盖 .不 管用 的 是 什么 容器 ,使 用 前 必 
须 彻 底 刷洗 干净 或 用 塑料 袋子 衬里 ， 有 效 地 保证 良好 的 实验 

结果 . 

正方 形 的 盖子 (用 木板 或 石蜡 浸 过 的 纸板 )， 所 先 打 好 四 
个 分 布 均匀 的 孔 。 若 没有 准备 盖子 则 可 用 热 石 蜡 浸 过 的 棕色 
包装 纸 和 同样 浸 过 的 白色 票据 纸 粘 在 一 起 做 成 ， 然 后 在 每 个 
盖子 上 打 四 个 分 布 均匀 的 孔 . 


2 6 


.到 有 


化 学 药品 队 f 人 量 ( 克 / 升 ) 下 
A. “磷酸 三 氢 较 NH2IH2PO， 23 0.20 
B 硝酸 铵 NHNOs; 40 0.50 
C: ”硝酸 征 Ca(NO5); 189 1515 
了 .氧化 钙 CaCl]， 29 0.26 
下 氧化 镁 MgCl..6H2O 41 0.20 
F. 硝酸 镁 Mg(NOs):.6H2O 51 0.20 
G.。 硫酸 铂 MagSO4i.7H2O 99 0.40 
互 。 磷酸 二 氢 钾 :了 OO， 27 0.20 
I. 硝酸 钾 KNO， 121 1.20 
J。 硫酸 钾 K2>SO;， 87 0.50 
开 。 三 氧化 铁 FeGCl.6H2O 10 0.04 
二 .微量 元 素 贮 备 沪 : 

下 述 元 素 一 起 混合 / 工 升 蒸馏水 克 分 子 浓度 CXx 10-2) 

硼酸 HBO， 0.72 1.200 
氧化 铜 CuClz.2H2zO 0.02 0.012 
氧化 毛 MnClz4H2O 0.45 0.230 
氧化 名 ZnCl。 0.06 0.044 
钼 酸 (85%MoO4) | 了 MoOs.H2O 20d8 0.006 


MEe-EDTA( 忆 二 胺 四 乙酸 的 铁 络 合 物 ): 
溶解 1340 毫克 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 (NasCio Hi4OsgNa.2 Hz2O) 在 500 毫升 
蒸馏 水 中 并 加 热 . 趁 热 加 入 990 毫克 EeSOs.7H2O 并 强烈 搅拌 . 


D. 营养 液 的 配制 


用 洗涤 剂 洗涤 11 个 14 加 仑 的 缸 ， 并 用 自来水 冲 洗 于 
净 ， 每 个 拭 的 外 边 用 钊 箔 围 起 来 ， 使 其 肩 和 有 颈 部 完全 遮盖 ; 
其 次 ,每 个 红 用 一 个 塑料 袋子 衬 起 来 (如 用 负 ， 则 用 大 号 塑料 
袋 ) . 

配制 不 同 的 营养 小 (每 个 学 生 或 组 所 需 的 特殊 的 营养 液 
由 教师 指定 2 先 在 蕉 加 仑 红 中 装 满 竣 燕 馏 水 ;随后 按 表 1-2 


浊 


人 


具有 缺乏 病症 的 植 物 


各 十 N P K Ca |,Mgjj -Si |: Re Fe， 允 二 
宙 5 一 一 5 5 三 = 一 5 5 导 
Bz] 嘿 - 攻 委 于 笠 雹 ,雪人 增 8 6 | 一 1 二 | 一 了 二 
G: 5 一 5 5 | 一 5 5 5 5 5 
站 5 
人 
| 天 - 二 全 芝 驯 起 二. 王 洁 守 证 |[ 宝 汉 2 下 生生 
G。 5 本 5 5 5 一 二 5 5 5 
用 。 一 - 5 一 - 一 等 一 5 了 -一 一 < 
三 5 一 二 5 -一 5 工 5 5 2 5 
1 二 汉人 地 卜 革 人 儿 各 于、 二 二 了 于 二 二 
K | 一 | 2) 于 基于 革 吉 二 | 洒 半 到 并 二 全 环 微 站 生生 
| 时 和 2 | 2 2 - 旭 披 二 
NE 21| 2 | 曙 平 52 2 | 二 小 Ne 


”指出 的 数目 表示 每 升 试验 溶液 所 用 的 贮备 溶 沪 毫 升 量 . 


所 示 的 加 入 贮备 液 ( 毫 升 )。 表 中 所 给 的 每 一 个 贮备 液 的 毫升 
数 是 为 1 升 营养 液 所 需要 之 量 . 若 所 用 的 容器 大 于 妈 加 仓 ， 
则 将 此 溶液 的 体积 按 比例 调整 . 每 种 贮备 液 均 应 组 慢 加 入 ， 
并 在 下 一 个 溶液 加 入 之 前 充分 混 义 . 不 要 污染 贮备 滚 , 否 则 
得 不 到 预期 的 结 采 . 

加 入 贮备 液 后 , 用 蒸馏 水 将 生子 充满 。 其 余 的 空 缸 仅 用 
蒸馏 水 加 满 , 此 作为 对 照 ( 最 后 体积 接近 1 升 )。 每 个 缸 子 充 
满 水 后 立即 盖 好 并 写 上 标记 . 


了 E. 将 幼苗 移 栽 到 营养 液 


在 移 栽 幼苗 之 前 ,用 蒸馏 水 充分 浸泡 凤 石 ,以 便 移动 植物 
而 尽 可 能 少 伤害 根系 .根系 用 蒸馏 水 洗 干 净 并 将 植物 立即 移 
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栽 在 营养 芒 中 . 

每 个 缸 子 里 移 栽 三 株 7 一 10 天 苗 龄 的 菜豆 幼苗 .盖子 上 
每 个 孔 放 人 一 株 植物 ,保留 第 四 个 孔 作为 灌水 用 . 用 一 小 块 
松软 的 棉花 缠绕 荃 部 和 切 开 的 软木 塞 来 支持 幼苗 的 直立 并 使 
根系 淄 在 流体 里 .立即 用 蒸馏 水 充满 红 子 ,用 一 根 干净 的 玻 
璃 棒 搅 拌 每 个 溶液 ,并 将 和 红 子 放 在 温室 里 的 适当 位 置 上 . 

最 初 儿 天 ,损伤 或 感染 的 幼苗 应 从 发 匠 盘 中 更 换 一 株 新 
鲜 的 幼苗 .晚期 死伤 的 不 应 再 移植 ,但 是 要 在 实验 报告 中 说 
明 . 

所 培养 的 植物 一 个 星期 至 少 检查 三 次 ,每 次 按 需 要 加 入 
蒸馏 水 同时 在 溶液 中 通气 . 当 根 系 发 育 健康 时 溶液 水 平 可 
《省 和 

表 1-3 丰 质 缺乏 症状 的 观察 


缺 乞 元 素 3 个 星期 观察 5 个 星期 观察 


不 一 缺 
氮 (N) 
磷 ( 卫 ) 
钾 ( 玉 ) 
全 (Ca 
镁 (Mg) 
硫 (S) 
铁 (Eel) 
铁 (Fez>) 


了 E. 幼苗 生长 和 观察 

每 星期 作 观 察 ， 并 对 植物 的 状态 进行 记录 .。 记录 生长 
3 和 5 个 星期 后 植物 的 表现 ( 表 1-3)。 由 于 病症 是 与 一 个 特定 
的 缺乏 相关 的 ， 一般 在 不 同 品种 是 不 同 的 。 没有 适合 概括 所 
有 植株 病症 的 正确 的 摘 述 .但 是 ,菜豆 植株 生长 在 营养 基 中 ， 


本 


如 缺乏 磷 、 氨 、 钙 ,. 镁 , 钾 ,. 铁 、 硫 ( 表 1-4) 其 中 一 种 元 素 即 可 以 
表现 出 最 向 看 到 的 病症 ， 在 你 观察 的 基础 上 记录 与 所 表现 
病症 最 相当 的 缺乏 元 素 . 

表 1{1-4 缺乏 病症 的 一 般 特 征 


证 状 缺乏 


纪 | 
炙 


1。 植 物 一 般 是 淡 绿 色 ， 虽 然 有 些 植 物 出 现 红 的 颜 
色 ; 下 部 的 叶子 一 般 变 黄 ， 干 效 成 淡 褐 色 并 落叶 ; 茎 短 
而 细 ， 生长 矮小 . 


2。 植物 通常 是 暗 绿色 ， 但 是 常常 发 展 成 红色 和 紫 
下 部 叶子 有 时 为 黄色 干 驻 成 绿 袜 色 或 黑色 ;早期 
器 证， 植物 矮小 同时 梳 细 叶 了 于 小 . 


3. 下 部 叶子 有 斑点 或 缺 绿 (最 老 的 叶子 有 脉 间 缺 
全 可 能 变 红 而 且 尖 端 和 边缘 卷曲 或 向 


4。 最 老 的 叶 了 于 〈 下 部 ) 有 斑点 或 缺 绿 同时 有 死 
织 小 斑点 ， 常常 是 在 尖端 和 叶脉 中 间 ; 时 子 的 边 尝 秋 
神 ; 苦 释 如 长 同时 叶 玫 向 前 卷曲 ; 


5。 人 尖端 发 黄 而 老 叶 仍 保持 绿色 ;生长 夸 小 ， 上 端 
死亡 ， 幼 枝 生 长 异常 并 随即 死亡 ; 蔡 具 凹 点 ， 茎 心 村 
蔷 ， 有 时 根系 相 短 伴 有 时 点 ， 要 系 看 起 来 和 触摸 时 必 


幼 时 子 失 绿 ， 网 状 脉 间 失 绿 ， 随 之 初期 生长 的 
叶子 发 生机 变 ， 让 上 保有 绿 鱼 ， 共和 各 遇 

顶 芽 活着 ; 幼 叶 或 叶 芽 蕊 痿 或 缺 绿 ， 幼 
时时 膨 和 叶脉 辣 组 织 成 获 妥 色 . 


实验 总 结 时 ( 约 移植 5 个 星期 以 后 ) ,收获 每 个 缸 中 的 植 
物 , 记 录 植 株 上 部 的 长 度 、 根 系 长 度 `、 上 部 的 鲜 重 、 根 系 鲜 重 、 
上 部 和 干 重 和 根系 干 重 .假若 需要 ， 可 将 几 株 完整 植物 放 在 一 
边 ， 备 灰 化 和 测定 元 素 含 量 用 〈 见 实验 2)， 

植物 的 测量 ， 


结果 和 结论 


根据 你 观察 的 结果 记录 在 表 1-3 中 ,并 在 实验 结束 时 进 
行 植物 测量 . 

对 结果 的 解释 作为 引导 , 写 下 在 此 实验 中 所 列 不 同 元 素 
的 已 知 的 生理 作用 . 作 一 般 的 结论 ， 可 以 使 一 个 观察 者 能 区 
别 由 缺乏 矿质 元 素 引 起 的 病症 不 同 于 那些 寄生 物 感染 引起 的 
病症 .利用 水 培 方法 作为 研究 植物 矿质 营养 的 优点 是 什么 ? 
缺点 是 什么 ? 
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实验 2 植物 灰分 中 的 常量 元 素 


目的 


应 用 标准 化 学 技术 定性 地 测定 植物 灰分 中 的 某 些 常 量 元 
素 . 


材料 


50 克 新 鲜 植 物 材料 (种 子 . 块 苓 组织 、 蔡 或 叶子 ); 

5% (重量 /容量 ) 下 述 溶液 各 100 毫升 (在 和 袖 瓶 中 ):， 磷酸 
二 氧 钾 (KKH?PO4) 、 磷 酸 氨 二 钾 (人 > 互 PO) 、 硫 酸 镁 (MgSO4) 、 
硫酸 钾 (2S39O4) 、 毛 化 钙 (GCaGcl>) 、 硫 握 化 钊 人 SGN); 

下 面 的 溶液 各 100 毫升 (在 滴 叛 中 ) :15% (容量 /容量 ) 过 
氛 酸 (了 CIO) 10% (重量 /容量 ) 二 所 化 钢 (BaGcl2)50% ( 容 
量 / 容 量 ) 硫 酸 (CH2SO4)，; 

钼 酸 贸 试 剂 ( 见 书后 附录 ); 

镁 试剂 ( 见 书 后 附录 ); 

二 蔡 胺 少 硫 酸 试剂 ( 见 书后 附 了 录放 

大 卉 锅 ( 或 铝箔 杯 为 

于 燥 箱 ( 定 在 100 一 105"C ); 

分 析 天 平 ; 

蒙 糙 炉 ( 定 在 550”C) 

表面 严 或 滴 试 板 ; 

显微镜 ; 

显微镜 载 族 和 盖 片 . 


步骤 


A. 干 友 从 的 方法 


取 约 50 克 鲜 植物 材料 (种 子 、 块 苓 组 织 、 葵 或 叶子 ) 放 入 
一 个 预先 称 好 重量 的 容器 (大 霸 锅 或 铝 箱 杯子)。 材 料 放 在 一 
个 定 在 100 一 105"C 的 烘箱 中 干燥 24 小 时 或 直至 重量 不 变 为 
止 , 然 后 称 容 器 加 样品 重 , 再 计算 样品 千 重 . 
研磨 干 材料 (清洁 的 研 打 和 桂 或 磨 ) 并 转移 到 一 已 知 皮 重 
的 寺 锅 或 次 盘 中 .记录 重量 后 把 灰分 放 人 蒙 螺 炉 中 , 并 在 
550"C 灰 化 2 小 时 或 直至 获得 恒 重 。 灰 化 后 冷却 并 称 寺 锅 和 
内 容 物 重 ,同时 按 下 述 大 纲 记 录 所 有 你 测量 的 样品 : 
应 用 的 植物 部 分 和 种 类 
鲜 重 和 和 王 重 的 测定 重量 ( 殉 ) 
容器 加 样品 
容器 
样品 鲜 重 
容器 加 干燥 样品 
容 恬 
样品 干 重 
鲜 样 品 的 干 重 百分数 
灰分 的 测定 
霸 锅 加 干燥 样品 
霸 锅 
霸 锅 加 灰分 
霸 锅 
样品 灰分 重 
干 重 的 灰分 百分数 


10 s 


鲜 重 的 灰分 百分数 


B. 植物 友 分 中 常量 元 素 的 检定 


将 灰分 溶解 在 4 毫升 蒸馏 水 中 (可 以 加 极 少 量 的 盐酸 ) 并 
应 用 此 溶 冬 进行 如 下 实验 ; 

; 

放 一 滴 5% 的 KH?PO4 在 清洁 的 显微镜 载 玻 片上 并 在 旁 


” 边 加 一 滴 钼 酸 贸 试剂 。 从 盖 片 的 边缘 将 其 中 的 一 滴 引 入 邦 一 


镁 ,并 等 待 几 分 钟 . 应 用 显微镜 观察 并 注意 颜色 和 结 量 的 形 
状 。 用 一 滴 灰 分 溶 该 重复 相同 的 步骤 . 
观察 ， 


钾 ， 

放 一 滴 K?HPO4 溶液 (5%) 在 一 个 载 片 上 并 在 其 旁边 加 
一 滴 15% 互 Gl1o4( 小 心 。 以 下 按 测 磷 的 方法 , 将 两 镁 混合 
并 观察 KGC1O4 结晶 的 形成 . 在 注意 并 记载 它们 的 特有 形状 
和 颜色 以 后 ,在 一 滴 灰 分 溶液 上 做 相同 的 实验 . 

观察 ; 


镁 : 

用 上 面 同 样 的 方式 ,试验 一 镁 5% MsgSO4 和 一 滴 镁 试剂 
并 观察 欠 - 镁 - 磁 的 结晶 。 试验 灰分 溶液 . 

观察 ; 


$ 11 .8 


硫 ， 
放 一 滴 5% XK2SO4 和 一 镁 10% BaGl; 在 一 个 显微镜 载 亡 
上 。 混 合 后 观察 BaSoO4 的 结晶 ，BaSo 结晶 表示 硫 的 存在 . 
用 灰分 溶液 重复 试验 。 

观 祭 ; 


钙 ， 

用 一 滴 50%6 也 SO4 试验 一 滴 5% GaGlz。 观察 casO4 结 
晶 的 形成 。 以 相同 的 方法 试验 灰分 溶 芒 . 

观察 ， 


氨 : 

加 5 滴 灰 分 溶液 于 一 清洁 的 表面 亚 或 滴 试 板 中 ， 因 一 滴 
1% 二 苯胺 -硫酸 试剂 并 观察 颜色 的 形成 ， 这 表明 硝酸 盐 的 存 
在 . 

观察 ; 


铁 ， 
加 5 和 袖 灰 分 溶液 和 3 滴 52% KSCN 于 一 清洁 的 薪 试 板 上 ， 
有 红色 形成 表示 有 铁 的 存在 . 
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结果 和 结论 


从 灰分 的 分 析 构成 一 个 表 , 列 出 所 试 的 元 素 、. 植 物 材料 和 
所 用 的 测定 。 用 颜色 和 (或 ) 形 成 的 沉淀 或 结晶, 可 以 适当 地 
表明 一 个 肯定 的 或 否定 的 试验 . 

你 的 结论 应 基于 下 述 的 考虑 和 问题 ; 

灰 化 过 程 的 结果 , 由 于 挥发 造成 某 些 元 素 的 损失 ,损失 了 
那些 元 素 ? 实验 中 所 采取 的 干 灰 化 技术 是 否 适 用 于 磷 和 硫 的 
定量 测定 ? 解释 之 。 某 种 元 素 的 大 量 存在 ,是 否 表明 植物 营 
养 上 的 需要 ? 种 子 中 元 素 的 高 水 平 的 重要 性 何在 ? 这 个 实 
验 中 所 采用 的 技术 的 局 限 性 是 什么 ?研究 者 必需 注意 什么 地 
方 ? 
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实验 3 ”由 钴 和 镍 离子 引起 的 
豆 叶 圆 片 的 扩大 


目的 


表明 叶子 扩大 试验 和 证 明 两 元 素 对 此 生物 效应 的 作用 . 
虽然 在 这 里 没有 证 明 这 个 试验 对 研究 叶子 扩大 作为 植物 光敏 
色素 参与 的 反应 ,但 也 是 理想 的 . 


材料 

25 株 上 暗中 生长 的 7 一 9 天 苗 龄 的 菜豆 苗 CEpaseolus ?22 
Sa7zIS 二 “Burpee Dwarf Stringless Greenpod) ; 

6 种 试 流 : 

基本 介质 (30 克 2- 葡 萄 糖 、8.09 克 和 NOs 用 水 溶解 后 并 
稀释 到 1 升 ) ， 

基本 介质 加 1x10 4M MnSo4 (30 克 4- 葡 萄 糖 ,8.09 克 
KNOs 和 0.017 殉 MnSo4.H2O 用 水 溶解 后 稀 杰 到 1 升 )， 

基本 介质 加 5x10“M GoSO4(30 殉 4- 葡 欧 糖 、8.09 死 
KNOs 和 10.014 殉 GosO4.7H2O 用 水 溶解 后 并 稀释 到 1 升 )， 

基本 介质 加 1x 10*M GoSO4 (30 克 '2 -葡萄 糖 , 8.09 克 
KNOs 和 0.028 殉 Go304.7H2O 用 水 溶解 后 并 稀释 到 工 升 )， 

基本 介 质 加 5x10”M NiSO4(30 殉 4- 葡 欧 糖 、8.09 死 
KNOs 和 0.014 殉 NiS94.7H2O 用 水 溶解 后 并 稀释 到 1 升 )， 

基本 介质 加 1x10-4M NiSO4(30 克 4- 葡 萄 糖 ,8.09 克 
KNOs 和 0.028 殉 NiSO4.7H2O 用 水 溶解 后 并 稀释 到 1 升 ) ; 
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7 个 培养 四 (每 个 培养 四 衬 热 有 3 张 站 纸 ); 
1 个 打 孔 器 ( 约 5.0 毫米 直径 ) ; 

6 支 移 液 管 (10 训 升 ); 
有 具有 绿色 安全 灯 的 暗室 ( 见 书 后 附录 ); 
米 凡 ; 
解剖 镜 ， 


步骤 


A. 植物 材料 的 准备 

将 茉 豆 种 子 (Phaseolxs VDILgaris 工 . “Burpee 卫 warf 
Stringless Greenpod') 播 于 砂 盘 中 ,并 放 在 约 25"G 的 暗室 
里 .播种 后 砂 盘 用 自来水 人 饱和, 以 后 每 天 加 水 一 次 。 该 黄 化 
的 幼苗 应 在 播种 后 7 一 9 天 后 使 用 。 不 要 曝光 . 


B， 有 试 液 的 培养 亚 的 准备 


将 每 个 培养 下 标 上 号 (1 一 7) ,在 每 个 培 养 亚 底 加 3 张 9 
厘米 的 滤纸 ， 

然后 加 入 5 宫 升 下 述 试 到 相应 标 记 的 培养 亚 中 (加 入 
足够 的 溶液 使 头 纸 湿 透 ,但 勿 使 叶 圆 片 浮 起 ) 


9 1 
. 基本 介质 ; 

.基本 介质 加 1x10 NM 
. 基本 介质 加 5x10-5M 
。 基 本 介质 加 1x10-4M 
. 基本 介质 加 5x10-5M 
- 基本 介质 加 1x10-4M 


人 
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基本 介质 ; 


MnSO4i; 
GoSO4; 
GoSO4; 
NiISO4; 
NiSOy。 


G. 叶 国 片 的 研究 (从 7 一 9 天 苦 龄 的 黄 化 菜豆 植株 上 取 
加 片 ) 


为 得 到 成 功 的 结果 ,所 有 操作 包 括 叶子 圆 片 都 只 能 在 暗 
室 中 能 绿 光 下 进行 . 将 每 株 植物 子叶 上 部 的 两 片 单 叶 立 即 取 
下 ,并 放 在 数 层 湿 润 纸 上 . 从 每 个 单 叶 基部 主 脉 两 侧 用 打 孔 
器 钻 取 直 径 约 5.0 毫米 的 两 个 小 圆 片 (两 个 小 圆 片 / 叶 子 ). 
用 主 侧 脉 部 分 作为 每 个 圆 片 的 近似 直径 (毫米 ). 

切 好 后 ,转移 每 个 圆 片 ,使 圆 片 的 下 表皮 向 上 放 在 培养 下 
中 衬 垫 的 天 纸 上 (已 用 试 彼 湿润 过 )。 以 同样 方式 将 10 个 切 
下 的 圆 片 放 在 每 个 培养 阻 中 . 

如 果 所 有 处 理 均 用 同一 个 打 孔 器 , 则 所 有 实验 的 圆 片 直 
径 应 没有 明显 的 差异 . 为 进一步 检验 ,可 在 实验 室 切取 10 一 
20 个 圆 片 并 直接 用 斥 去 量 . 贰 得 到 的 平均 值 可 作为 实验 圆 
片 的 近似 的 起 始 直径 . 记 住 实验 植物 和 圆 片 (在 1 号 培养 亚 
中 的 圆 片 除外 ) 勿 骏 露 在 白光 下 直至 最 后 的 测量 . 

在 工 号 培养 下 中 的 圆 片 在 实验 开始 时 ,在 室温 玉 暴露 于 
亮光 15 分 钟 , 然 后 放 在 瞳 处 。 其 他 的 培养 加 (2 一 7) 在 实验 开 
始 后 放 在 完全 妓 暗 里 (如 需要 则 将 培养 秋 用 铝箔 围 起 来 ) 在 室 
温 下 保持 3 天 . 然后 用 一 个 适当 的 尺 测 量 圆 片 , 并 记 录 每 个 
处 理 圆 片 的 平均 直径 ( 著 米 ).。 如 果 有 条 件 可 用 解剖 镜 . 

测量 ; 


如 表 3-1 所 述 , 记 录 以 上 数据 . 


sa 7 。 


表 3-{ 平均 标准 误差 
处 理 


参 数 符号 测 定 
1234567 
和 各 和 和 一 10 10 10 10 10 10 10 
圆 片 直径 的 总 | 立 % 过 4 一 4 十 %…) 等 等 
和 (毫米 ) 
平均 直径 /处 | rr 


理 

个 别 直 径 平方 | 王 (xz2)| 互 (%2) 王 和 十 姑 十 4 等 等 
的 总 和 
直径 平方 的 总 |( 瑟 2。 《 王 95=《(Z4( 瑟 9 


校正 因数 | CF cF= 汉 六 
从 平均 平方 得 | 亏 允 了 达 = 过 (22) 一 CF 
出 的 个 别 直 径 的 


平均 标准 4 去 9 均一 天- 
平均 标准 误差 | 5 
结果 和 结论 


从 记录 在 表 3-1 的 数据 中 ,测定 每 个 处 理 的 平 均 标 准 误 
差 和 标准 误差 的 范围 . 为 了 更 好 地 评价 ， 可 采用 全 班 的 结 
采 . 

用 每 个 处 理 的 圆 片 直径 作为 纵 坐 标 ; 以 处 理 数目 为 横 坐 
标 划一 曲线 图 . 

在 结论 里 , 解释 涉及 到 不 同 离子 和 光 对 叶 圆 片 扩 大 的 影 
啊 的 数据 . 
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实验 4 花椰菜 组 织 中 总 的 可 溶性 
碳水 化 合 物 的 测定 


目的 


用 草 酮 试剂 及 标准 比 色 方 法 测定 花椰菜 组 织 中 总 的 可 溶 
性 碳水 化 合 物 量 . 
守 料 

花椰菜 头 ; 

100 毫升 葡萄 糖 溶液 (10 翔 殉 葡萄 糖 /100 蕊 升 互 29) ; 

200 芝 升 草 酮 试剂 (多 书后 附录 ) 

125 毫升 酒精 (8026 ); 

18 个 试管 ; 

滴定 管 (50 毫升 ); 

水 浴 避 (500 训 升 烽 杯 或 同类 物 ); 

三 角 架 或 环 架 和 夹子 ; 

本 生 灯 ; 

比 色 计 或 分 光 光 度 计 和 样品 杯 ; 

研 杀 和 研 桂 ; 

布 氏 次 漏斗 和 吸着 瓶 ; 

站 纸 (YVhatman No. 1); 

3 支 移 液 管 (1 训 升 刻度 ); 

2 支 移 液 管 (5 训 升 刻度 ) 

离心 机 . 


6 290rs 


步骤 


A. 不 同 浓度 葡 敬 糖 的 标准 曲线 


吸取 如 下 葡萄 糖 溶液 (10 毫 殉 /100 毫升 水 ) 的 量 分 别 加 
到 相应 的 带 标记 的 试管 ， 0.2、0.4、0.6、0.8 和 1.0 训 升 . 
加 入 蒸馏 水 使 每 个 试管 的 总 体积 调整 到 3 毫升 .加 3 毫升 水 
到 允 一 个 管 中 , 作为 试剂 空白 . 
在 所 有 的 试管 中 用 滴定 管 准确 地 加 6 毫升 草 酮 试剂 ,并 
轻 轻 振荡 。 将 所 有 试管 放 在 沸水 浴 中 3 分 钟 , 以 后 将 其 浸入 
冷水 浴 中 使 它 冷 却 . 

冷却 后 用 合适 的 分 光 光 度 计 或 比 色 计 在 600 盈 微米 , 记 
录 读 数 。 查阅 关于 比 色 原 理 参 考 资料 和 所 用 仪器 的 操作 指 
导 。 标 绘 出 按 微 殉 葡 萄 糖 量 计 的 光 密 度 ( 见 图 4-1) 。 


光 密 度 


0 20 40 60 80 14009 
葡萄 糖 量 (微克 ) 


图 4-1 不 同 浓度 葡萄 糖 的 标准 曲线 


B,， 范本 菜 中 可 溶性 碳水 化 合 物 的 测定 
准确 地 称 取 1.0 克 花 椰 菜 组 织 , 并 在 研 乓 中 用 80% 乙 醇 
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20 训 升 用 力 地 研磨 成 匀 浆 ,通过 滤纸 抽 滤 ,保存 滤液 . 

用 80% 的 乙醇 从 Whatman No. 1 滤纸 上 神 洗 下 残 酒 并 
在 80% 乙 醇 中 重新 研磨 ,再 过 滤 , 并 再 重复 研磨 和 过 让 过 程 一 
次 . 

第 三 次 研磨 和 过 滤 后 ， 奔 去 残 酒 ， 并 合 们 所 有 站 液 . 用 
80% 乙醇 将 滤液 体积 定 容 到 100 毫升 ， 并 在 10000xg 离 心 
15 分 钟 得 到 透明 上 清 液 . 

吸取 0.2、0.4、0.5 毫升 上 清 液 分 别 加 和 人 试管 中 . 照 同 
样 的 作法 准备 另外 3 个 试管 作为 每 份 的 重复 . 

把 所 有 试管 放 在 沸水 浴 中 ,使 乙醇 蒸发 。 冷却 后 , 每 个 试 
管 加 3 毫升 蒸馏 水 并 使 其 混合 . 加 3 训 升 水 到 另 一 个 王 净 的 
试管 中 作为 试剂 空白 . 在 所 有 的 试管 中 加 6.0 毫升 的 草 酮 试 
剂 , 并 再 重复 上 述 的 试验 步骤 . 


结果 和 结论 


用 已 知 葡 萄 糖 浓 度 的 标准 曲线 (图 4-1) 所 得 的 结果 来 测 
定 花椰菜 组 织 的 可 溶性 碳水 化 合 物 的 量 ( 微 克 / 克 提取 的 植物 
材料 ). 

在 总 结 报告 中 解释 分 离 操作 和 用 万 酮 试剂 测定 碳水 化 合 
物 的 反应 。 可 溶性 碳水 化 合 物 这 个 术语 的 意义 是 什么 ? 包括 
什么 种 类 的 糖 ? 葡萄 糖 是 从 花椰菜 分 离 的 可 溶性 碳水 化 合 物 
中 唯一 的 糖 么 ? 

应 用 Beer-Lampbert 定律 、 光 密度 、 百 分 透 光度 等 比 色 
原理 说 明 不 同 浓度 葡萄 糖 标准 曲线 . 
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ee 23 。 


奖 验 5 ”碳水 化 合 物 简易 试 法 


目的 
用 标准 试 法 测定 植物 组 织 中 存在 的 简单 碳水 化 合 物 的 示 


本 
;局 。 


材料 


各 种 植物 材料 ， 潍 果 、 阁 菜 叶 柄 、 胡 葛 下 、 光 萄 、 详 葱 、 芜 
背 等 等 ; 

7 种 1% (重量 /容量 ) 糖 咨 该 ， 光 萄 糖 ,阿拉 伯 糖 `, 有 果糖 、 
过 熙 糖 、, 乳 糖 .蔗糖 和 核糖 ; 

6 种 试剂 ( 见 书 后 附录 ) : 

Meolich，Barfoed，Bial，Seljvwanoff，Benedict 和 茜 肝 ; 

30 室 升 硫酸 ( 谊 ); 

60 毫升 盐酸 ( 诊 ); 

10 毫升 盐酸 (0.1 N); 

5 训 升 防腐 剂 L1% (容量 /容量 ) 百 里 酚 溶 于 甲 系 上 

10 毫升 Ba(OH)?( 亿 和 溶液 ) 

每 个 试验 7 个 试管 

显微镜 ; 

载 片 和 盖 月 ; 

石 区 试 纸 ; 

研 杀 和 研 桂 . 
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步骤 


A. Mojlisch 试 法 


用 葡萄 糖 ,阿拉 伯 糖 ,果糖 .麦芽 糖 .乳糖 .蔗糖 、 核 精 和 水 
的 第 一 个 字母 标记 8 个 试管 ,每 个 试管 加 5 毫升 相应 的 1% 
糖 溶液 或 水 (对 照 ) ,将 两 滴 Molisch 试剂 和 每 种 糖 溶液 及 对 
照 混 含 ,然后 倾斜 试管 并 沿 内 壁 小 心地 倒 入 2 毫升 浓 HSO， 
在 接触 的 地 方形 成 紫红 色 ,就 表示 有 糖 存在 。 比 较 各 试管 中 
反应 的 相对 程度 ,并 在 表 5-1 中 记录 你 的 结果 。 用 所 提供 的 
植物 材料 重复 试验 ( 见 百 部 分 ) ,并 记录 结果 . 

B，Barfoed 试 法 

5 毫升 的 Barfoed 试剂 加 1 毫升 1% 的 糖 溶 液 在 试管 中 
煮沸 ,以 1 毫升 水 加 5 毫升 试剂 作 为 对 照 , 将 试管 放置 4 一 5 
分 钟 加 以 比较 .: 红色 氧化 亚 铜 沉淀 表 示 为 正 反应 ; 在 表 5 一 


工 中 记录 你 的 结 采 。 以 所 提供 的 植物 材料 重复 试验 并 记录 结 
表 5-1 碳水 化 合 物 试验 的 结果 


碳水 化 合 物 JMolisch Barfoed Bial Selivwanoff Benedict 葵 肝 


“” 用 减 号 (-- ) 表 示 负 结果 ， 用 加 号 (+ ) 表示 正 结果 ， 正 反应 的 相对 程度 用 
增加 加 号 的 数目 表示 画 出 苯 肝 试 法 形成 结晶 类 型 的 草图 。 
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G，Bial 斌 法 


吸取 4 毫升 1% 的 各 种 粳 溶 液 分 别 加 入 各 试管 中 ,另外 
预备 一 个 4 训 升 蒸馏 水 的 试管 ,向 各 试 管 加 大 2 毫升 Bial 试 
剂 , 随 后 加 入 5 毫升 浓 盐 酸 ,使 其 混合 ,并 用 棉花 塞 住 试管 ; 在 
沸水 洽 上 加 热 10 分 钟 。 从 绿色 到 深蓝 色 的 变化 表 示 为 正 反 
应 .记录 这 些 结果 于 表 5-1 中 。 用 所 提供 的 植 牺 材料 重复 斌 
验 并 记录 结果 . 


D. Seliwanoff 试 法 (对 酮 糖 专 一 的 定时 显 色 斌 法 ) 


在 用 葡萄 糖 ` 阿拉伯 糖 , 果 糖 , 才 芽 糖 , 乳 糖 ,上 蔗糖 ,核糖 和 
水 第 一 个 字母 标记 的 8 个 试管 中 ,各 加 3 毫升 seliwano 和 f 试 
剂 ,每 个 试管 加 3 宰 1% 相 应 的 糖 溶液 或 水 . 

将 8 个 试管 同 时 在 沸水 上 加 热 , 直到 在 一 个 试管 中 出 现 
深 红 色 或 红色 沉 演 为止。 如 果 加 热 时 间 足 够 长 , 则 其 他 糖 溶 
液 也 同样 显示 出 正 反 应 .然后 记录 糖 所 引起 的 正 反 应 的 顺序 
和 20 分 钟 后 的 反应 程度 . 


了 Benedict 斌 法 


在 用 和 葡萄糖 .阿拉伯 糖果 糖 , 考 芷 糖 、, 乳 糖 、. 蔗糖 ` 核 糖 和 
水 的 第 一 个 字母 标记 的 8 个 试管 中 ,各 加 入 5 营 升 Benedict 
试剂 ,加 入 约 5 毫升 的 水 或 1% 糖 溶液 到 相应 标记 试管 中 ,在 
沸水 滩 上 加 热 10 分 钟 。 橘红 至 红色 沉淀 的 形 成 表示 还 原粮 
的 存在 .记录 反应 的 相对 程度 。 用 万 提 供 的 植物 材料 重复 试 
验 , 并 在 表 5-1 中 记录 结果 . 
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小 心 ， 茶 肝 是 很 毒 的 ,要 避免 接触 皮肤 和 吸 进 气体 ,不 要 
使 用 吸 液 管 ! 

在 分 别 标记 的 试 答 中 ,加 2 训 升 1 % 的 每 种 糖 溶 液 和 葵 
馏 水 ,每 个 试管 中 加 5 毫升 新 制备 和 过 滤 的 葵 肝 混 合 物 , 并 症 
于 沸水 浴 中 30 分 钟 . 

使 试管 慢 慢 冷却 并 注意 何 时 形成 结晶 。 将 少量 结晶 转移 
到 载 片上 ,用 显微镜 观察 . 注意 哪些 糖 有 同样 的 结 硬 和 哪些 
糖 不 形成 腻 。 用 所 提供 的 植物 材料 重复 试验 .在 表 5-1 中 记 
录 所 有 的 结 末 . 


G- 糖 的 烽 酵 化 作用 


在 碱 溶液 中 , 醛 糖 缓慢 地 转化 为 酮 糖 , 直到 建立 平衡 就 向 
相反 的 方向 转化 。 为 了 观察 这 种 现象 ,在 试管 中 制 成 如 下 混 
合 液 ; 

1 毫升 饱和 Ba(OH)， 加 工 毫升 工 % 葡 萄 糖 ; 
1 毫升 饱和 Ba(OED)， 加 1 工 毫 升 1 中 果糖; 
1 毫升 蒸馏 水 加 1 毫升 1 % 葡 萄 糖 ; 

4. 1 毫升 蒸 馅 水 加 1 毫升 硅 % 果 糖 . 

每 个 试管 加 两 滴 防 腐 溶液 (甲苯 中 含 1 % 百 里 香 ),， 并 放 
置 2 小 时 .然后 在 试管 1 和 2 中 各 加 2 毫升 0.1M HGI， 如 
有 必要 可 另外 一 滴 滴 地 加 HCI 直到 对 石 芒 呈 中 性 或 弱 酸性 . 
加 未 到 其 他 的 试管 中 (3 和 4 ) ,直到 所 有 试管 体积 相等 . 

从 每 个 试管 中 各 取 工 毫升 加 到 每 一 新 试管 中 , 然后 各 加 
1 毫升 的 Seliwanof 试剂 , 将 它们 同时 放 人 沸水 浴 中 .注意 
各 管 颜色 显现 的 顺序 ,5 分 钟 末 比较 各 试管 颜色 的 深浅 . 

观察 糖 的 烯 醇化 作用 ; 
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HH. 万 用 植物 材料 的 试验 


各 种 植物 材料 ,如 甘蓝、 甘 果 、 葡 萄 、 芹 菜 叶柄 、 谷 类 胚芽 、 
芜 戎 、 洋 葱 都 可 用 于 碳水 化 合 物 的 试验 . 在 研 乓 中 研磨 后 过 
滤 可 得 到 汗液 ,用 与 各 种 糖 等 体积 的 滤液 ;也 可 以 用 切 得 很 细 
的 碎片 或 在 研 打 中 磨 成 的 浆 直 接 作为 试验 材料 . 


结果 和 结论 


在 表 5-1 中 记录 各 试管 所 得 结果 ; 将 所 得 结果 表示 出 糖 
的 炳 醇化 作用 . 

在 总 结 报告 中 , 基 虑 碳水 化 合 物 的 结构 、 分 类 的 根据 和 
它 的 一 般 生 物 学 作用 。 此 外 ,解释 你 的 结果 ,指出 每 个 试验 所 
包含 的 基本 反应 序列 和 它 对 糖 的 测定 是 一 般 的 还 是 专 一 的 . 
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实验 6 纸 上 层 析 分 离 糖 


目的 
表明 用 纸 上 色 层 析 谱 分 离 糖 的 基本 技术 . 


材料 


未 知 溶液 (使 用 以 下 任何 一 种 溶液 )，2 一 3 种 未 知 溶液 ， 
每 一 种 含有 1% (重量 /容量 ) 谊 度 两 种 不 同 的 糖 ; 大 戟 属 

CPozzsettza) 或 马 利 筋 属 (4sclezszs) 花 的 蜜 腺 的 液体 ; 花 可 菜 
或 其 他 植物 材料 的 80%6 乙醇 抽 提 液 ; 

8 种 每 一 种 1% (重量 /容量 ) 的 糖 溶液 :葡萄 糖 、 果 糖 、 鼠 
李 糖 `. 莽 糖 \ 阿 拉 伯 糖 、 核 糖 和 半 乳 糖 ; 

300 毫升 溶剂 工 ( 权 - 丁 醇 : 冰 酷 酸 : 水 ;33:1:1)? 

300 毫升 溶剂 工 ( 酚 : 水 14:1); 

对 菌 香 腕 喷 酒 剂 ( 见 书后 附 孙 ) 

2 个 玻璃 缸 (10x18 时 ); 

2 个 磨砂 玻璃 盖 ; 

活塞 油 ; 

烘箱 (80"C); 

喷雾 并 和 瓶子 (或 其 他 喷洒 装置 ) ; 

层 析 纸 (YVhatman No. 1, 大 张 ); 

米 尺 ; 

剪 万; 

微量 移 液 管 . 
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步骤 


A. 准备 层 析 谱 逢 

色 层 析 谱 必需 在 有 毛 玻 璃 板 作 盖 的 玻璃 缸 中 进行 〈 如 果 
不 能 采用 , 可 以 使 用 有 螺旋 盖 的 大 斥 寸 的 泡菜 缸 )。 保证 垂 是 
密封 的 ,边缘 必须 涂 上 活塞 油 或 凡士林 , 但 是 不 要 用 量 过 多 ， 

需要 两 个 拭 : 一 个 用 溶剂 工 (上 -了 丁 醇 : 冰 酯 酸 :水 ; 3:1: 
1) , 另 一 个 用 溶剂 工 ( 酚 : 水 ;4:1)。 从 征 外 边 测 量 每 一 个 红 必 
需 有 半 叶 高 的 相应 的 溶剂 。 盖 上 和 红 盖 , 用 前 使 内 部 的 空 气 平 
衡 儿 小 时 . 


B.， 层 析 谱 的 制备 和 显 谱 ( 见 图 6-1) 


把 一 大 张 层 析 谱 纸 (Whatman No.1) 沿 着 短 边 场 成 两 半 ， 
注意 避免 接触 可 以 增加 干扰 物质 的 手 或 其 他 表面 。 惹 果 使 用 
的 层 析 谱 缸 小 于 指定 的 尺寸 , 色 层 谱 纸 可 切 成 四 份 。 柔 用 和 区 
微 改 变 的 实验 步 又 . 

切 成 两 半 的 纸 放 在 清洁 的 桌面 上 ,长 的 一 边 与 桌子 边 缘 
平行 ,在 长 边 一 边 的 上 方 2 时 处 划一 条 铬 笔 线 , 沿 着 线 点 一 系 
列 工 叶 间隔 的 铬 笔 点 。 标 记 这 些 点 为 葡萄 糖 , 果糖 . 鼠 李 糖 、 
未 知 、 芒 糖 、 阿拉 伯 糖 、 核 糖 、 未 知 、 鼠 李 糖 、 未 糙 、 半 绚 糖 
(图 6-1)。 两 张 纸 必 须 重复 , 但 是 要 放 在 不 同 的 溶剂 系统 中 . 

纸张 放 在 像 玻 璃 管 或 米 尺 这 样 的 支持 物 上 , 合 锅 笔 点 离 
开 桌 面 . 

用 一 个 微量 移 液 管 间歇 地 点 3 微 升 糖 溶液 ( 约 30 微 克 
糖 ) 在 相应 的 点 上 。 在 两 次 点 糖 之 间 , 每 次 确实 保证 糖 点 于 
了 。 用 在 材料 一 节 中 指明 的 未 知 溶液 或 者 由 教师 用 周三 方式 
提供 的 未 知 溶液 来 点 样 . 
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了 .将 大 张 纸 切 成 两 半 2. 标记 切 开 的 纸 


时 人 


GFRUSARURXSG 


一 原始 线 


3. 点 糖 溶液 4. 每 张 纸 做 成 一 个 圆 简 


二 
糖 点 
N% 
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本 图 621 ， 糖 的 纸 上 层 析 谱 

当 糖 点 千 了 的 时 候 , 钉 层 析 谱 纸 成 一 个 圆 简 , 在 近 确 部 有 
一 排 点 。 用 足够 的 订 书 刹 保 持 圆 简直 立 在 有 溶剂 的 器 严 中 . 
为 子 方便 ,可 以 让 层 析 谱 过 夜 ,更 合适 是 从 午后 11 时 到 早晨 
8 一 10 小 时 . 放置 每 一 张 纸 在 各 自 的 箱 中 后 , 盖 好 盖子 , 层 析 
谱 一 直 放 到 溶液 前 缘 接近 纸 的 上 边 。 记 住 这 个 操作 需要 10 一 
12 小 时 ，* 因 此 要 做 好 计划 . 

展开 层 析 谱 以 后 拿 出 纸 简 ， 标 出 溶剂 前 缘 按 纸 简 原 来 方 
向 基 挂 并 干燥 . 
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当 层 析 谱 纸 全 于 以 后 ,用 对 P- 菌 香 胺 试剂 喷 酒 ，( 在 通风 
橱 中 !)， 放 在 80"c 烘箱 中 3 分 钟 , 用 铅笔 圈 出 显 色 点 并 且 记 
下 颜色 . 

表 6={1 糖 的 标准 和 未 知 溶液 上 行 纸 层 析 谱 的 结果 
的 溶 剂 I 溶剂 一 工 
Rf ，Rrh ， 颜色 Rf ”BRrh 。 颜色 


结果 和 结论 


计算 每 一 个 点 的 RE 和 BRrh 值 。 BR 值 是 测定 溶质 糖 移动 
的 距离 被 溶剂 移动 的 距离 (从 溶质 的 原点 开始 计算 ) 除 的 比例 
所 得 到 的 . Rrh 值 等 于 从 原点 起 始 糖 的 移动 对 鼠 李 糖 移动 的 
比值 . 

在 表 6-1 中 记录 得 到 的 每 一 种 糖 的 RE 和 BRrh 值 以 及 点 
的 颜色 ， 颜 色 给 予 一 些 帮 助 。 例如 , 已 醛 糖 应 产生 绿 -棕色 ， 
戊 醛 糖 呈 黄色 , 糖 醛 酸 红色 甲 基 戊 碳 糖 绿色 ， 赔 氧 核糖 浅 棕 
色 . 双 糖 一 般 反 应 为 棕色 色调 . 未 知 物 点 与 标准 糖 点 的 Rf、 
Rrh 和 颜色 进行 比较 ,就 能 自由 估计 未 知 物 中 是 不 是 含有 某 
些 已 知 的 糖 . 

在 总 结 意见 中 考虑 纸 层 析 谱 中 的 一 些 原理 ， 特 别 强 调 分 


ee 32 。 


配 , 表 面 吸 啥 和 离子 交换 。 解释 极 化 .分 配 系数 、 移 动 原始 相 、 
静止 水 相 名 词 的 意义 . 
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实验 7 泥 粉 的 分 离 和 性 质 


目的 
分 离 和 研究 淀粉 的 性 质 , 证明 淀粉 酶 和 磷酸 化 酶 的 活性 。 


材料 


马铃薯; 

10 颗 玉 米粒 ( 浸 在 25”C 流动 自来水 中 24 小 时 )， 

8 粒 大 麦 种 子 [ 起 初 浸 在 50% (容量 /容量 ) 硫 酸 中 一 小 时 
半 , 然后 浸 在 疲 动 自 来 水 中 24 小 时 (25 一 30"C)]; 

4 个 培养 耻 [内 有 1.0% (重量 /容量 ) 琼脂 平面 中 有 
0.152%6 (重量 /容量 ) 演 粉 溶液 ] 

4 个 培养 四 [内 只 有 1.5% (重量 /容量 ) 琼脂 平面 ]; 

4 个 培养 四 [内 有 1.5% (重量 /容量 ) 琼 脂 平 面 中 有 0.5% 
(重量 /容量 ) 的 1- 磷酸 葡萄 糖 ]; 

碘 试 剂 (GIKI) ( 见 书后 附录 ); 

磷酸 -柠檬 酸 缓冲 剂 pH 5.6( 见 书后 附录 ) ; 

0.5%6 (重量 /容量 ) 淀 粉 溶液 ( 见 书后 附录 ) 

Benedict 试剂 ( 见 书后 附录 ); 

天 平 ; 

组 织 捣 碎 机 ; 

浒 棉布; 

离心 机 

锥 形 离心 管 ; 
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10 个 试管 ; 
研 杀 和 研 杜 ; 

滴 试 板 ; 

解剖 用 有 具 ; 

显微镜 ; 
显微镜 载 片 和 盖 卢 。 


步 


A. 从 马 铃 著 分 离 淀粉 

50 克 去 皮 切 成 片 的 自 色 马 铃 蔓 加 100 毫 升 燕 馅 水 放 - 在 
组 织 揭 碎 机 中 执 碎 ,2 分钟。 用 四 层 薄 棉布 过 着 勺 浆 ， 使 天 液 
放置 3 分 钟 。 弃 去 棉布 上 残 秸 . 

四 站 倾倒 出 庆 液 ,保留 证 粉 沉 证 。 用 极 少 量 水 转移 淀粉 
到 12 毫升 锥 形 离心 管 中 , 约 在 2400 rpm 离心 2 分 钟 。 倒 出 ， 
弃 去 上 面 清 液 . 

再 将 证 粉 悬 浮 在 水 中 神 洗 (加 足够 的 水 ， 装 到 离心 管 的 
3/14) 吕 在 24007rpm 再 离心 2 分 钟 。 重 复 钟 洗 操作 ,以 后 再 县 
浮 1/2 淀粉 到 1 一 2 毫升 水 中 。 盖 好 离心 管 (用 合适 的 盖子 或 
大 姆 指 ) 强烈 振 动 . 

把 摇 好 的 材料 倒 在 有 100 毫升 讲 水 的 250 毫升 烧杯 中 . 
把 烧杯 放 在 冷水 浴 中 冷却 , 当 溶 液 正 在 冷却 时 加 入 100 毫升 
蒸馏 水 ， 用 玻璃 棒 搅 动 。 溶液 到 达 室 温 时 就 可 以 使 用 . 


B. 淀粉 的 性 质 ( 碘 斌 法) 


放 2 科 抽 提 的 淀粉 溶液 到 试管 中 ,加 入 3 坚 升 共 饮 水 ,加 
王 滴 础 溶 彼 到 混合 物 * 广 意 颜 色 . 放 几 滴 有 色 的 混合 物 在 显 
微 镜 载 片上 , 用 显微镜 观察 。 放 其 余 的 溶液 在 水 浴 中 加 热 到 
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看 见 颜 色 的 改变 .从 水 浴 中 拿 出 试管 ， 在 冷水 浴 中 冷却 . 记 
下 结果 。 用 已 知 的 5% 可 溶 淀粉 溶液 重复 ， 
观 祭 ; 


Q. 发 工大 麦 种 子 的 淀粉 酶 对 演 粉 的 作用 


在 研 杀 中 ,加 4.0 毫升 磷酸 -柠檬 酸 缓冲 溶液 (p 也 5.0)， 
慢 慢 研磨 8 个 发 萍 的 大 麦 种 子 ( 先 浸 在 50%“《 容 量 /容量 
H2SO4 中 , 以 后 在 25”c 流动 自来水 中 浸 24 小 时 )。 小 尼 倒 出 
液体 到 12 毫升 锥 形 离 心 管 中 , 在 2400zrpm 离心 2 分 钟 . 在 
4 个 试管 中 加 入 0.5 毫升 上 清 液 ,2 个 试管 在 沸水 浴 申 加热 
分 钟 , 放 置 冷 却 , 如 果 液 体 逸 失 , 用 同 量 的 缓冲 溶液 加 进去 . 

在 4 个 试管 中 加 入 0.5 毫升 可 溶性 淀粉 溶液 (0.526， 重 
量 /容量 ) 或 马铃薯 淀粉 溶液 ( 2 个 加 热 ，2 个 不 加 热 ) 在 2” 
5,15 和 20 分 钟 测定 每 个 试管 中 淀粉 含量 .2 入 溶 和 祸 和 1 小 
泣 础 溶液 在 一 个 比 色 板 中 已 足够 。 取 每 一 种 溶液 2 滴 用 Be- 
ndict 试剂 试验 . 

观察; 


D. 用 玉米 盾 片 的 淀粉 酶 水 解 淀 粉 

实验 前 将 玉米 浸 在 自来水 中 24 小 时 . 

制备 含有 0.15%6 可 溶性 淀粉 的 1%- 琼 脂 平面 ,琼脂 与 演 
粉 一 齐 加 入 到 水 中 , 考 沸 至 琼脂 溶解 .然后 倾倒 不 大 于 15 毫 
升 淀粉 和 琼脂 溶液 到 培养 下 中 .短期 试验 不 必要 灭 菌 ， 除 非 
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上 课 前 培养 了 早已 做 好 。 使 溶液 在 温室 下 凝固 ， 

除去 玉米 的 胚乳 ,在 每 一 个 有 淀粉 和 琼脂 平面 的 培养 
让 说 允 3 不 胚 , 使 拓片 接触 琼脂 , 要 肯定 是 盾 片 而 不 是 有 
弛 . 

在 温暖 黑暗 的 地 方 培养 24 小 时 :除去 胚 和 倾倒 标准 I2KI 
溶液 在 造 养 还 琼脂 平面 上 试验 淀粉 ;以 后 用 蒸馏 水 很 快 地 冲 
滨 :， 

观察 ， 


BE 用 马 铃 贰 酸化 酶 把 葡萄 糖 1- 塌 酸 转化 成 淀粉 


制备 1.5% 琼 脂 溶液 和 其 它 有 0.5% 葡 萄 糖 -1- 磷 酸 琼脂 
的 盗 液 。 煮沸, 倾倒 每 一 种 溶 裕 15 毫升 到 有 相应 标记 的 培养 
中 ,使 它们 凝固 . 

马 铃 昔 薄 片 在 组 织 的 碎 机 中 做 成 匀 浆 ,然后 用 薄 棉 布 过 
滤 为 浆 ; 目 的 是 除去 淀粉 粒 ， 用 TGFKI 试验 一 定数 量 滤液 。 重 
复 过 滤 操 作 直 到 用 ITKI 试验 让 液 至 负 反应 为 止 。 小 心 重复 

放 几 滴 粗 制 马铃薯 提取 液 在 两 种 不 同 的 琼脂 制备 物 上 ， 
在 禾 同 时 间 试验 淀粉 每 次 滴 GEKI 在 一 个 点 上 , 定时 比较 两 份 
琼脂 制备 物 的 结 采 ， 

观察 ; 
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结果 和 结论 
当 使 用 设计 表格 或 其 它 方式 表 明 结 采 时 ， 人 简洁 地 手 述 你 


的 每 一 部 份 的 结 采 . 
在 你 的 结论 中 考虑 以 下 儿 氮 ; 


1. 在 植物 细胞 的 什么 地 方 找到 了 证 粉 ? 是 什么 形式 ? 

2. 淀粉 的 性 质 ， 关 于 淀粉 分 离 , 水 中 的 溶解 度 , 碘 试 剂 
的 染色 ， 

3. 淀粉 碘 复 合 物 加 热 以 后 冷却 时 颜色 的 变化 . 

4 和 结构 的 碳水 化 合 物 如 纤维 素 比较 这 粉 的 化 学 本 性 . 

5. 直 链 淀粉 和 支 链 淀粉 之 间 的 化 学 区 别 . 

6. 磷酸 化 酶 在 淀粉 合成 中 的 作用 . 

7. 证 粉 酶 在 淀粉 降解 中 的 作用 ,包括 反应 的 有 关 细 市. 
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实验 8 核酸 的 纸 上 层 析 法 和 核糖 
核酸 或 脱氧 核糖 核酸 的 茶 外 
吸收 光谱 


目的 


用 层 析 谱 分 离 核 酸 中 的 主要 嗓 叭 和 喀 啶 碱 基 ， 测 定 脱氧 
核糖 核酸 或 者 核糖 核酸 的 紫外 吸收 光谱 . 


材料 

腺 嗓 哈 、 鸟 味 哈 、 胞 喀 吓 、 尿 喀 吓 、 胸 腺 喀 呢 的 水 溶液 
(每 种 的 浓度 是 2 毫 殉 / 毫 升 ); 

层 析 谱 的 溶剂 (65 毫升 异 两 醇 , 16.7 毫升 12N HG1， 最 
终 容积 用 水 稀 杰 到 100 这 升 ); 

0.1 M 三 凑 基 氨基 甲烷 -盐酸 缓冲 液 (也 7.6,， 其 制备 见 
书后 附录 ) ; 

RNA 或 DNA 溶液 [10 著 殉 商品 核酸 溶 于 500 党 升 0.1 
M 三 羟 甲 基 氮 基 甲 烷 盐 酸 缓冲 液 (P 互 7.6) 中 ]; 

1 张 层 析 用 纸 (YVhatman No. 1); 

下 行 层 析 絮 ; 

通风 橱 ; 

暗室 (用 于 研究 层 析 谱 )3 

短波 紫外 光 灯 (矿质 灯 ); 

米 尺 棒 ; 

2 个 硅 质 比 色 杯 ; 
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紫外 分 光 光 度 计 ， 
步骤 


A. 核酸 碱 基 的 纸 上 层 析 法 (下 行 ) 


1. 层 析 箱 : 

准备 下 行 层 析 箱 , 先 放 一 个 有 溶剂 (65 训 升 异 肉 酸 ,16.7 
毫升 12N HCL 用 水 稀释 到 100 毫升 ) 的 烧杯 在 层 析 箱 的 底 
部 。 用 同一 溶剂 大 约 装 满 槽 的 经 。 盖 好 层 析 箱 ， 在 使 用 前 使 
箱 内 气体 达到 平衡 ( 约 一 小 时 )。 

2. 层 析 谱 的 制备 ， 

裁 层 析 用 纸 (YVhatman No.1) 成 条 形 ， 使 之 适合 于 使 用 
的 下 行 层 析 谱 右 。 纸 的 长 度 必须 使 溶剂 从 原始 点 移 到 前 缘 的 
距离 有 .35 厘米 。 

将 纸 放 在 一 张 清洁 的 桌 上 ,划一 条 原始 线 ,在 纸 放 进 层 析 
箱 时 ， 原始 线 大 约 距 离 折 受 处 1 时 ， 在 原始 线 上 相距 1 一 1.5 
叶 划 圆圈 (直径 约 : /时 ) ,在 每 一 个 圆圈 下 标 出 所 用 的 核酸 碱 
基 或 任何 未 知 物质 .水 解 的 植物 提取 液 的 分 析 由 教师 决定 . 

用 一 个 微量 移 液 管 点 每 一 种 核酸 碱 基 溶液 10 一 15 微 升 
在 标记 的 圆圈 上 . 每 一 次 点 样 后 必须 使 点 上 的 溶液 变 干 (用 
气流 或 吹风 机 )。 

3. 层 析 谱 的 展 谱 ， 

开始 展 谱 时 ， 将 点 好 的 纸 的 末端 浸 在 有 溶剂 的 楼 底 。 在 
大 多 数 层 析 谱 展 具 中 能 同时 展现 两 张 层 析 纸 . 

展现 色谱 15 小 时 (室温 ) 或 者 等 到 溶剂 从 原始 点 移 到 35 
厘米 处 . 

适当 的 展 谱 以 后 ,小 心地 不 碰 到 任何 东西 地 移 开 纸 , 放 在 
通风 橱 干燥 。 等 到 全 部 和 干燥 以 后 ,在 暗室 中 紫外 光 灯 下 (短波 
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长 ) 观 看 层 析 谱 。 戴 眼镜 ,不 要 直接 看 紫外 光源 。 

用 铅笔 标记 下 溶剂 的 前 绿 或 暗色 的 此 外 光 吸 收 点 。 计 算 
Bf 值 , 用 从 原始 点 到 前 绿 的 距离 除 以 原始 点 到 每 一 个 "点 "中 
心 的 距离 . 

计算 R{ 值 : 


B. RNA 或 DNA 的 紫外 吸收 光谱 

溶解 10 毫克 的 RNA 或 DNA 在 500 毫升 的 0.I ME 产 
甲 基 毛 基 甲 烷 盐 酸 缓冲 液 (p 互 7.6) 中 . 倒 人 一 水 部 分 的 这 种 
溶液 于 三 者 之 一 的 硅 质 比 色 杯 中 ， 另 一 个 比 色 杯 仅 作 为 空白 
的 试剂 往 满 缓冲 剂 . 

把 两 个 比 色 杯 置 于 一 个 紫外 分 光 光 度 计 中 并 在 220 一 300 
训 微 米 间 检 定 其 吸收 光谱 。 读 取 及 记录 每 5 毫 微米 核酸 溶液 
的 光 密 度 。 指标 如 超过 其 量程 ,在 吸收 的 最 大 的 和 最 小 的 点 ， 
在 工 毫 微米 之 间 采 取 补 充 读数 。 记录 下 读数 . 
结果 和 结论 

为 每 个 根据 提出 所 得 到 的 RE 值 。 将 所 得 之 值 与 已 出 版 
的 Bendich (1957, 参 阅 参 考 文献 ) 的 著作 相 比 较 . 

为 每 个 DNA 或 RNA 的 紫外 吸收 光谱 绘 成 图 ,将 读 取 的 
光 密 度 作 为 纵 坐 标 , 而 波长 作为 横 坐 标 。 
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实验 9 花椰菜 中 核酸 的 提取 和 检定 


目的 


为 了 学 习 一 种 比较 简单 的 提取 和 检定 存在 于 花 见 菜 组 织 
中 核酸 的 技术 . 


材料 


100 殉 花 椰 菜花 ; 

300 毫升 乙醇 (9526 ); 

200 这 升 丙酮 ; 

110 毫升 高 毛 酸 (5% 3; 冰 冷却) ; 

100 毫升 10% (重量 /容量 ) 氯 化 钠 溶液 (用 NaHCOs 调 到 
pH7.5); 

10 毫升 RNA (商品 精制 ) 溶 液 (5.0 毫克 /100 毫升 水 为 

30 训 升 二 葵 胺 试剂 ( 见 书后 附 孙 7) 

15 毫升 营 黑 酚 试剂 ( 见 书后 附录 7 

组 织 揭 碎 机 ; 

次 漏斗 ; 

站 纸 (YVhatman No. 1); 

水 浴 硕 (沸腾 ); 

试管 ; 

离心 管 ; 


离心 机 (化 学 的 ). 
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步 邓 


A: 核酸 的 提取 


将 100 殉 花椰菜 花 与 相同 体积 的 95% 的 乙醇 于 组 织 的 
碎 机 中 的 碎 么 分 钟 .通过 滤纸 (Whatman No. 1) 抽 涯 义 奖 . 
丢弃 着 液 而 留 其 滤 知 . 

再 用 100 训 升 95% 的 乙醇 匀 化 着 洼 ， 象 前 面 一 样 过 着 
并 再 一 次 丢弃 滤液 . 

将 滤 知 重新 悬浮 于 100 毫升 丙酮 中 并 且 匀 化 4 分 钟 。 抽 
吸 过 滤 站 秸 勺 浆 ， 继 续 不 停 地 抽 吸 直至 陷 在 纸 上 的 让 漆 充分 
干燥 为 止 。 用 力 压 挤 站 秸 以 除去 任何 剩余 的 丙酮 

将 全 和 干 的 滤 漆 悬 浮 在 100 毫升 用 冰冷 却 的 52% (容量 / 容 
量 ) 的 高 毛 酸 中 并 再 次 过 滤 , 丢弃 滤液 . 

将 滤 秸 悬浮 于 100 毫升 95% 的 乙醇 中 . 象 前面 那样 过 
滤 并 丢弃 让 液 。 用 丙酮 作 悬 评介 质 重 复 这 一 步骤 . 过 鱼 悬 序 
液 , 委 弃 两 酮 站 液 ,并 留 其 滤 酒 。 一 定 要 用 抽 吸 法 使 站 纸 上 的 
滤 洁 充分 干燥 . 

将 干燥 的 滤 滥 重 新 悬浮 在 100 毫升 10% (重量 /容量 ) 的 
氧化 钠 溶液 中 (一定 要 用 NaHCGO: 将 NaGl1 溶液 调 到 PH7.5) . 
在 沸水 浴 中 将 悬浮 液 加 热 15 分 钟 ,让 其 冷却 , 并 抽 吸 过 滤 . 
留 其 滤液 (提取 物 1 ). 

将 滤 秸 重新 悬浮 在 100 毫升 0.5 和 的 HGIO4 中 并 加 热 
到 70”C (小 心 ! ) 保 音 20 分 钟 。 将 液体 倒 出 (提取 物 2 ) ,并 丢 
弃 残 洼 。 根据 下 面 标准 程序 的 纲要 测定 提取 物 (1 和 27) 和 已 
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B. DNA 和 RNA 的 显 色 试验 


1. 二 苯胺 反应 ; 

分 别 将 1 蕊 升 蒸馏 水 .DNA 溶液 (05.0 训 死 /100 毫升 )、 
RNA 溶液 (5.0 这 殉 /100 学 升 ) 以 及 核酸 着 液 加 到 不 同 的 试 
管 中 . 在 每 个 试管 中 加 入 2 芝 升 二 葵 胺 试剂 并 在 通风 橱 中 以 
沸水 浴 加 热 10 分 钟 . 注意 颜色 的 生成 和 反应 特征 . 

观察 ; 


2. 各 起 酚 反应 : 

分 别 将 1:0 营 升 每 种 试验 溶液 和 水 加 入 不 同 的 试管 中 . 
然后 在 每 个 试管 中 加 入 工 芝 升 音 轩 酚 试剂 .在 水 浴 中 将 试管 
加 热 10 分 钟 . 注意 所 产生 的 颜色 . 

观察 ， 


提出 你 的 结果 和 结论 ， 包 括 核酸 的 一 般 分 离 步 骤 和 检定 
的 基本 原理 . 考虑 在 用 于 检定 核酸 的 试验 中 ,- 关于 三 葵 腕 和 
苷 黑 酚 反应 的 本 质 以 及 它们 对 RNA 和 DNA 的 专 一 性 ， 怎 
样 用 这 二 种 试验 测定 提取 流 中 核酸 存在 的 相对 量 ? 
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实验 10” 腺 苦水 解 酶 


目的 


学 习 在 从 花椰菜 中 提出 的 一 种 专 一 的 核 背 酶 存在 时 ， 腺 
并 分 解 为 腺 嗓 叭 的 酶 水 解 作用 . 


材料 


16 死 花椰菜 ; 
50 诸 升 0.1 M 三 产 甲 基 氮 基 甲 烷 (Tris) 缓 名 液 ,用 HGI 
调 到 PH 7.4; 
13 毫升 腺 背 溶 液 (2 毫克 / 宣 升 ;用 PH7.4 的 0.1M 三 羟 
甲 基 毛 基 甲 烷 缓 冲 液 配 制 ) ; 
200 蓝 升 大 酸 溶液 (0.03 M5; 用 NaOH 调 到 P 豆 8.4); 
纱布 ; 


棉花 ; 

漏斗 ; 

4 支 毛 细 吸 管 ( 或 医用 滴 管 拉 出 一 个 细 尖 ); 
冰 浴 絮 ; 

讲 水 洽 盔 ; 


2 张 层 析 纸 (VVhatman No. 1, 28 厘米 x23 厘米 ); 
2 个 层 析 箱 (与 滤纸 卷 成 圆 简 状 相 适应 ); 

短波 紫外 光 产 (矿质 灯 ); 

4 个 管 形 瓶 或 小 试管。 


步骤 


为 使 此 实验 在 一 党 课 内 完成 ， 应 当 两 个 或 者 更 多 的 学 生 
一 起 做 . 


A， 酶 的 制备 


在 酶 的 制备 中 所 用 的 一 切 试 剂 和 玻璃 妖 严 都 应 当 冷 冻 . 

取 15 殉 花椰菜 花 , 加 15 训 升 冷 的 三 羟 甲 基 毛 基 甲烷 缓 
冲 液 (PHE7.4)， 在 冷 的 研 钵 中 卫 磨 .通过 双 层 纱布 挤 压 研磨 
液 ， 挤 出 沪 通 过 一 个 垫 有 少量 玻璃 纤维 的 漏斗 。 得 到 的 着 裕 
含有 酶 ,并 应 当 冷 藏 ,用 于 后 面 的 实验 . 此 外 ， 制 备 少 量 钝 化 
的 酶 。 在 一 个 干净 的 试 答 中 加 入 3 毫升 兰 液 ， 在 沸水 浴 中 加 
热 15 分 钟 ， 取 出 试管 。 如 采 在 加 热 过 程 中 液体 有 所 损失 ， 则 
用 缓冲 液 将 体积 再 调 到 3 诸 升 .此 制剂 含有 钝 化 的 酶 ， 并 且 
在 指明 的 地 方 使 用 者 过 的 酶 . 


B. 在 腺 哇 叭 产生 的 基础 上 酶 活性 的 鉴定 


准备 28 至 米 x23 厘米 的 层 析 纸 (VVhatman No.T) 一 
张 .. 将 纸 的 长 边 和 实验 桌 的 顶 边 平行 摆 正 ， 在 离 底 部 大 约 1 
时 的 地 方 , 沿 着 纸 的 长 轴 划 一 条 线 . 
” 按 下 面 所 讲 的 ， 把 反应 混合 物 成 分 加 到 一 个 小 的 玻璃 容 
恬 中 (到 开始 反应 前 ,不 加 酶 ): 
1. 1.0 党 升 三 羟 甲 基 氮 基 甲 烷 缓 名 液 (PH7.4) +1.0 训 
升 着 该; 
2. 1.0 毫升 腺 背 (2 毫 殉 /毫升 ) +1.0 毫升 站 液 ; 
3. 1.0 坚 升 腺 苷 (2 毫 殉 / 毫 升 ) +1.0 毫 升天 液 (者 过 ) ; 
4..1.0 茎 升 腺 戎 (2 毫 到 /毫升 ) 二 1.0 毫升 缓 神 液 (PH 
7.4)。 
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因为 兰 液 可 能 有 很 高 的 活性 ， 所 以 需要 几 组 学 生 用 不 同 
数量 的 滤液 (例如 0.2,0.4,0.6,0.8 毫升 滤液 ) 进行 实验 ， 因 
而 能 够 说 明 腺 苷 变 为 腺 邑 叭 所 用 的 时 间 . 为 此 ， 用 组 证 液 调 
节 反 应 混合 物 的 最 终 体积 , 

在 开始 反应 之 后 ,立即 摇动 混合 液 , 并 且 将 每 一 种 少量 混 
合 液 点 在 层 析 纸 开始 线 的 各 个 点 上 。 一定 从 左 ( 距 边 沿 大 约 
雪 时 ) 到 右 * 所 用 的 各 个 反应 混合 液 不 要 重 释 ， 

标记 四 个 点 ， 这 一 组 为 零 时 ，30 分 钟 后 由 第 一 组 的 右边 
再 点 上 四 种 混合 液 ,标记 这 一 组 为 30 分 钟 . 

过 了 一 个 半 小 时 ,以 30 分 钟 为 间隔 重复 点 样 步骤 ; 这 样 
最 后 有 2 个 小 时 反应 时 间 , 你 已 做 了 5 组 实验 , 每 一 组 由 4 个 
不 同意 合 液 的 点 组 成 。 假 如 需要 ， 可 以 利用 另 一 张 层 析 纸 . 
然后 将 纸 作成 圆 简 ,在 一 个 层 析 箱 内 用 0.03 M 硼酸 (P 互 8.4) 
作为 上 升 的 溶剂 展开 .对 于 层 析 和 观察 增加 课外 的 时 间 是 需 
要 的 。 因此 计划 要 适当 . 

一 个 多 小 时 后 ,溶剂 即 推动 到 圆 简 的 顶端 。 另 外 , 腺 背 移 
动 到 比 腺 味 叭 接近 溶剂 前 沿 。 在 纸 谱 上 干 了 之 后 ， 腺 背 和 腺 
味 叭 能 够 用 紫外 光 灯 检查 出 来 ; 记录 每 一 种 化 合 物 随 着 反应 
时 间 的 相对 强度 , 计算 每 一 种 紫外 光 - 淳 熄 化 合 物 的 Rt 值 ,在 
一 个 相对 的 基础 上 利用 加 号 说 明 结 果 。 

观察 


结果 和 结论 


列 出 在 特定 的 溶剂 系统 中 腺 苷 和 腺 嗓 叭 的 HE 值 . 指出 
在 层 析 谱 上 不 同时 间 鉴 定 腺 嗓 叭 和 腺 背 的 相对 量 . 
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在 结论 中 说 明 结果 ， 列 出 方程 式 说 明 研究 的 反应 。 并 回 
答 以 下 问题 : 

时 间 对 酶 活性 的 影响 如 何 ? 影响 酶 活性 的 其 他 因素 是 什 
么 ? 所 提出 的 核 昔 酶 对 用 在 反应 混合 液 的 核 背 是 否 专 一 ?在 
完整 植物 中 核 昔 水 解 酶 可 能 有 什么 意义 ? 
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实验 11 蛋白 质 及 其 衍生 物 的 试验 


目的 


为 了 表明 使 用 标准 试验 鉴定 存在 于 植物 材 料 中 的 和 蛋白 
质 . 


材料 


80 克 玉 米 种 子 ( 在 流动 的 自来水 中 浸 匈 24 小 时 为 

30 毫升 鸡蛋 重 白 溶液 (1% ;重量 /容量 ) ; 

9 这 升 KOH(20%; 重 量 / 容 量 ); 

3 毫 升 KOH(10%; 重 量 / 容 量 ); 

3 毫升 GuSO4(0.5% ;重量 /容量 ); 

3 毫升 硝酸 ( 谊 的 ); 

15 训 升 责 SO4( 浓 的 ); 

6 塞 升 了 CI( 浓 的 ); 

吡啶 (在 滴 产 中 ) ; 

NaOH(1 ,在 滴 瓶 中 ); 

3 毫升 NazS2O4(2.09%6 ;重量 /容量 ); 

丁 二 酮 (1% ;重量 /容量 ,在 匀 产 中 ); 

3 毫升 1,2- 蔡 柄 -4- 硫 酸 钠 (0.5% ;重量 /容量 ); 

分 离 试验 溶液 和 试剂 ( 见 书后 附录 ) : (水 合 ) 划 三 酮 , 米 隆 
试剂 二 凑 酷 酸 , 氰 化 钠 、 亚 硫酸 钠 ; 

研 钵 和 研 桂 ; 

着 纸 ; 
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移 液 管 ( 刻 度 的 :1,5 及 10 毫升 ); 
次 漏斗 和 支 臂 烧 瓶 ; 

水 浴 帮 ; 

本 生 灯 ; 

每 个 试验 准备 3 支 试 答 . 


步骤 


A. 从 发 芽 的 玉米 种 子 制备 提取 物 

在 流动 的 自来水 下 ,将 玉米 种 子 委 钨 一 夜 . 将 80 殉 衣 泡 
的 玉米 种 子 加 约 30 时 升水 , 在 磨 钵 中 研磨 . 用 次 漏斗 过 让 ， 
并 用 15 营 升 水 洗涤 残 酒 . 将 着 彼 合 们 ,用 作 下 面 的 试验 . 


B. 蛋白 质 试 验 


后 面 的 每 个 试验 都 要 用 水 作为 空白 ,1%% 的 鸡 重重 白 液 和 
玉米 提取 流 。 将 你 观察 的 结果 记 和 表 11-1. 

1. 缩 二 脲 试验 : 

取 3 毫升 试 流 ,加 等 容积 的 浓 KOH( 约 20%) ,充分 混合 ， 
并 慢 慢 加 入 0.5% 的 GuSo4 1 这 升 ,和 注意 颜色 的 缓慢 变化 . 

2. 苟 三 酮 试验 ; 

取 3 毫升 试 液 , 加 0.5 毫升 0.1% 的 苟 三 酮 ( 曹 满 三 酮 合 
水 ) 溶 液 和 .2 滴 吡 吓 . 在 沸水 浴 中 加 热 , 直到 颜色 的 变化 证 明 
是 阳性 试验 . 

3. 黄 熏 白 试验 ， 

取 .3 毫升 试 液 ,加 1L 毫升 浓 硝 酸 , 则 形成 白色 沉 证 . 考 沸 
直至 沉淀 改变 颜色 (注意 颜色 ). 冷却 并 加 过 量 的 碱 往 意 颜 色 
的 变化 . 

4。 米 隆 (Millon) 试 验 ， 
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表 11-1 蛋白 质 试 验 结果 


鸡蛋 蛋白 
玉米 提取 物 
草 三 酮 反应 水 
鸡蛋 蛋白 
玉米 提取 物 
黄 和 蛋白 反应 水 
鸡蛋 蛋白 
玉米 提取 物 
煮沸 之 后 鸡蛋 蛋白 
玉米 提取 物 
过 量 的 碱 鸡蛋 蛋白 
玉米 提取 物 
米 噬 (MDllon7) 反 应 水 
鸡蛋 蛋白 
玉米 提取 物 
全 间 全 二 科 尔 ( 也 opkins- | 水 
9 5 反应 鸡 大 蛋白 
玉米 提取 物 
沙 利文 (Sullivan) 反 应 水 
鸡蛋 蛋白 
玉米 提取 物 
本 二 酮 反应 水 
鸡蛋 蛋白 
玉米 提取 物 


ee 
5。 霍 普 金 斯 - 科 尔 (Hopkins-Gole) 试 验 ， 
将 3 毫升 试 液 与 3 毫升 二 羟 乙 酸 试剂 在 一 试管 中 宴 合 . 
在 另 一 试管 中 放 和 5 毫升 浓 HSOr … 倾斜 第 二 个 试管 并 将 第 
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一 个 试管 中 的 混合 物 轻 轻 地 倒 入 硫酸 的 上 面 .该 体 分 成 二 层 ， 
如 果 试 验 呈 正 反 应 ,界面 上 则 呈现 颜色 反应 。 记 住 用 水 的 空 
白 和 玉米 提取 沪 做 同样 的 试验 . 

6. 沙 利文 (Sullivan) 试验 ; 

将 每 种 试 液 6 毫升 加 2 毫升 浓 互 G1， 考 沸 15 分 钟 . 用 
刚果 红 试 纸 作 指 示 剂 ， 加 -NaoO 互 中 和 . 加工 坚 升 用 0.8 六 
NaO 匡 配制 的 1% 的 氰 化 钠 (小 心 有 毒 0) 。 加 工 音 逢 新鲜 的 
0.5%6 的 1，2- 葵 柄 -4- 硫 酸 钠 溶 液 和 溶 于 0.5 N _ NaOH 中 的 
15% 的 NazSOs 5 训 升 . 让 混合 物 在 20"cC 中 停 30 分钟 然 
后 加 1 毫升 2% 的 NazSxO4。 记 录 颜 色 变化 . 

7. 丁 二 酮 试验: 

将 每 种 试 液 5 毫升 加 10% 的 KOH1I 毫 升 , 并 加 工 匀 12% 
的 丁 二 酮 . 注意 颜色 和 灾 光 的 变化 . 


结果 和 结论 


在 结束 语 中 ,考虑 对 于 肽 键 、 结 构 (一 级、 二 级 和 三 级 ) 的 
蛋白 质 化 学 和 和 蛋白质 的 生物 学 作用 . 假如 它 是 特殊 的 或 一 般 
的 测定 蛋白 质 试验 ,说 明 每 一 个 试验 的 基本 反应 . 
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实验 12 双向 纸 上 层 析 分 离 氨 基 酸 


目的 
为 了 说 明 氨 基 酸 双向 纸 上 层 析 的 分 离 技术 ， 
材料 


30 克 去 皮 的 白色 马 伶 昔 ; 
， 10 毫升 舍 有 两 氛 酸 、 酷 氨 酸 、 丝 氮 酸 、 谷 氛 酸 的 氨基 酸 混 
合 液 ( 每 种 氨基 酸 的 浓度 一 一 1 毫克 /翔升 0.5 人 亿 酸 ); 

100 毫升 80% 的 乙醇 (容量 /容量 ); 

350 毫升 苯酚 溶剂 (水 饱和 的 从 酚 ) 

350 毫升 丁 醇 溶 剂 ( 正 丁 醇 : 冰 酷 酸 : 水 ;3:1:1)73 

划 三 酮 喷 显 剂 ( 参 看 书后 附 孙 )35 

着 纸 (Whatman No. 1); 

瓷 漏斗 和 侧 臂 栈 瓶 ; 

配 衡 称 量 严 ; 

层 析 纸 (YXhatman No. 工 ); 

层 析 人 缸 ; 

2 个 微量 移 液 管 : 

钉 书 机 ;， 书 钉 ( 或 棉线 ); 

烘箱 (恒温 在 90"C); 

团 雾 器 和 瓶 (或 另外 合适 的 喷 雪 装 置 ).。 


步骤 


A. 氨基 酸 的 提取 


用 100 毫升 80% 的 乙醇 研磨 约 30 克 去 掉 皮 的 自 色 马 铃 
蔓 . 用 瓷 漏斗 过 滤 , 滤 液 在 室温 减 压 蒸发 干燥 , 莹 发 的 最 后 阶 
段 在 配 衡 四 中 进行 ,这 样 就 可 以 估计 得 到 的 固体 的 量 。 在 使 
用 前 将 残 洼 重 新 溶 于 足够 的 蒸馏 水 中 , 配 成 约 每 毫升 水 含 30 
变现 固体 . 


B. 纸 上 层 析 箱 


层 析 可 以 在 有 毛 玻 璃 板 作为 盖 的 10 时 xI18 时 硬 玻璃 伍 
中 进行 . 缸 的 边缘 可 以 涂 上 活塞 铀 癌 , 但 是 不 能 使 用 过 量 . 

四 个 缸 是 需要 的 : 两 个 用 于 苯酚 溶剂 (小 总 浴 有 腐蚀 
性 ,有 毒 ! ). 另外 两 个 生 攻 于 正 于 醇 \ 乙 酸 ,水 混合 液 。 在 每 
一 个 缸 里 的 溶剂 这 度 约 为 区 时 . 

在 放 入 溶剂 之 后 ,立即 盖 上 和 红 盖 ,让 内 部 气体 平衡 几 小 
时 . 


G. 层 析 谱 的 制备 和 展开 


将 一 大 张 滤 纸 (Whatman No. 1) 切 成 4 份 , 小 心 避 免 用 
手指 或 其 他 表面 接触 滤纸 ,这 可 能 造成 干扰 的 杂质 . 

放置 两 张 四 分 之 一 的 滤纸 在 一 个 干净 的 表面 上 ， 纸 的 长 
轴 和 桌 边 缘 平行 .在 每 一 张 纸 上 距 左边 缘 两 时 距 底部 1.5 时 
的 地 方 用 铅笔 作 一 个 轻微 的 点 ,在 每 一 张 纸 的 较 低 边缘 写 个 
酚 字 , 纸 的 编号 为 1 和 2. 

将 纸 铺 在 如 玻璃 板 之 类 的 支持 物 上 , 使 铅笔 点 在 板 的 面 
上 ,利用 一 个 微量 滴 管 点 3 微 升 马铃薯 提 取 牙 在 1 号 纸 的 铬 


es。 58 ， 


笔 点 上 ,但 是 不 能 一 次 全 都 点 上 ,要 缓慢 和 间歇 进行 ,使 最 后 
玫 点 的 直径 大 约 为 1 厘米 .在 2 号 纸 上 点 教师 准备 好 的 已 知 
的 妥 基 酸 混合 液 . 

当 斑 点 干燥 之 后 ,每 张 纸 作成 一 个 圆 简 , 有 酚 记 号 的 边 作 
为 底部 ,用 足够 的 书 钉 (棉线 ) 保 持 圆 简 坚 因 , 但 是 在 纸 的 两 个 
边缘 之 间 留 一 个 空 除 。 层 析 谱 展开 在 这 个 溶剂 里 需要 10 一 

12 个 小 时 ,因此 要 计划 适当 . 将 圆 简直 立 的 放 在 含有 酚 溶剂 

的 一 组 缸 内 , 盖 上 缸 盖 , 直 到 溶剂 前 沿 接近 纸 的 上 部 边缘 时 为 
止 , 将 纸 简 拿 出 ,溶剂 前 沿 作 上 记号 , 按 它 原来 的 方向 悬挂 直 
至 干燥 . 

王后 去 除 圆 简 的 书 钉 (或 棉线 ) , 剪 去 经线 的 边缘 半 时 , 妥 
基 酸 这 时 治 着 每 张 纸 的 左边 分 布 为 一 排 ,转动 纸 , 将 有 妥 基 酸 
的 一 边 作 为 底部 ,以 后 作成 一 个 新 的 圆 简 , 放 在 正 丁 醇 、 乙 酸 、 
水 混合 液 里 (展开 需要 10 一 12 小 时 ). 正好 在 溶剂 到 达 纸 的 
顶端 以 前 ,将 纸 简 取 出 ,溶剂 前 治标 上 记号 ,干燥 . 
-在 充分 干燥 之 后 ,用 曹 三 酮 试剂 (0.2% 的 曹 三 酮 在 水 亿 
和 的 正 丁 醇 溶液 里 ) 均 匀 地 轻 轻 地 喷雾 (利用 一 个 球 管 顺 雾 
合 )。 操作 在 一 个 通风 橱 内 进行 . 喷 过 雾 的 纸 在 90"cC 加 热 5 
分 钟 , 用 软 铅笔 划 出 斑点 的 轮廓 , 注 明 颜色 . 大 多 数 氨基 酸 为 
紫色 斑 氮 ;但 葵 内 氨 酸 、 酷 肥 酸 天 门 冬 所 酸 为 蓝 色 ; 色 氟 酸 为 
橄榄 褐色 ;天 门 冬 酰胺 、 胱 迄 酸 和 半 胱 所 酸 为 褐色 ; 且 肛 酸 为 
黄色 . 


结果 和 结论 


通过 测量 容 质 和 溶剂 移动 的 比例 来 计算 重要 的 斑点 的 
Bf 值 ( 从 容 质 的 开始 点 算 起 ) . 

从 斑点 的 颜色 和 它们 的 Rt 值 (参看 发 表 的 值 ) 以 及 在 纸 
上 的 相对 位 置 , 我 们 将 能 够 鉴定 出 在 马 铃 昔 提取 液 中 的 几 种 
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氨基 酸 . 
在 结语 中 讨论 纸 上 层 析 的 原理 . 
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实验 13 蛋白质 的 帝 沱 和 等 电 点 


目的 


为 了 证 明 重 金属 和 各 种 试剂 对 于 在 溶液 中 蛋白 质 的 稳定 
性 的 影响 ,测定 豆 球 和 蛋白 的 等 电 点 . 


材料 


13 克 划 豆 种 子 ; 

50 毫升 鸡蛋 和 蛋白 (2% , 重量 /容量 )》; 

40 毫升 NaGl(0.4%6 ,重量 /容量 ); 

60 毫升 Nacl1(10%6 ,重量 /容量 ); 
100 著 升 1% 的 (重量 /容量 ) 互 8G]，ASNOs，MS8G]2; 
CasO4 溶 该 ; 

NaOH(0.1 N) 装 在 滴 瓶 内 ; 

三 氯 乙 酸 (5%6 ,容量 /容量 ) 装 在 滴 瓶 内 
苦味 酸 (饱和 溶液 ); 

丹 末 酸 (102% , 重量/ 容量) 装 在 滴 瓶 内 ; 

磷 钨 酸 (5% ,重量 /容量 ) 浅 在 滴 瓶 内 ; 

8 毫升 硫酸 久 ( 亿 和 溶液 ); 

5 殉 硫 酸 答 ( 固 体 ) 

1 著 升 酷 酸 ( 浓 的 ); 

缩 二 脲 试剂 (参看 书后 附录 )》 

50 毫升 柠檬 酸 钠 (0.1 MD); 

25 毫升 行 檬 酸 (1.0 N); 


25 毫升 杆 檬 酸 (0.1 N); 
25 毫升 柠檬 酸 (0.1 N); 
纱布 (两 层 ); 

4 个 离心 管 (50 车 升 ) 
离心 机 ; 

10 个 试管 (最 大 数目 /试验 )》 
水 浴 恬 (者 沸 的 ); 

3 个 烧瓶 (125 毫升 ); 

9 个 烧杯 (50 毫升 ); 

p 互 测定 计 ; 

9 个 吸 量 管 (10 苞 升 刻度 ) 
9 个 吸 量 管 (1 毫升 刻度 ); 
数 个 刻度 量 简 (25 训 升 ) 。 


步骤 


A. 沉淀 实验 蛋白 质 提 取 液 的 制备 
在 冷却 的 研 钵 内 用 40 守 升 冷冻 的 0.42% 的 NaGl 溶液 研 


磨 6 克 干 璇 豆 种 子 数 分 钟 ( 其 他 富 于 重 白 质 的 种 子 亦 可 以 利 


用 ). 


用 两 层 纱 布 过 滤 混 合 液 , 滤液 在 1200 xg 离心 20 分 钟 ， 


按 下 述 的 实验 提要 使 用 上 清 . 为 了 作 比 较 ,， 同时 用 2% 的 


鸡蛋 和 蛋白 溶液 进行 实验 . 


B. 用 重金 属 沉淀 蛋白 质 


在 四 个 试管 中 分 别 吸取 3 毫升 试验 小 . 第 一 个 管 点 滴 


地 加 入 1% 的 HgGl> 溶液 ， 记 下 结果， 然后 加 过 量 的 12% 的 
HgGl?。 其 余 的 三 个 管 重 复 上 面 的 步骤 ,但 是 以 下 列 溶 的 一 
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种 代替 也 gsgGl，196 AgNO3s,1% MgGl? 和 12%6 GuSOt. 

取 3 毫升 试验 溶 该 点 镁 地 加 1% Guso4, 当 没 有 进 一 步 
沉 证 形成 的 时 候 加 2 一 3 镁 0.1 N NaOH. 

对 于 使 用 不 同 溶 沪 记 录 沉 证 的 相对 量 ( 疫 有 ,非常 微量 ， 
扳 基 %AXK 

观察 : 


G. 植物 碱 试剂 沉淀 蛋白质 


分 别 用 3 毫升 娆 豆 提 取 香 白质 和 3 毫 升 2% 的 鸡蛋 蛋 自 
的 和 蛋白质 试验 5% 的 三 氧 乙 酸 , 饱和 的 将 味 酸 , 10% 的 丹 宁 酸 
和 5% 的 磷 钨 酸 的 作用 .点 滴 地 加 入 试剂 . 

观察 ; 


D. 盐 析 


加 2 毫升 试验 流 到 一 个 试管 里 ,然后 加 2 车 升 饱和 的 硫 
酸 迄 溶 液 , 有 任何 训 证 形成 吗 ? 过 着 ,用 着 彼 进 行 缩 二 脲 试 验 
(参看 书后 附 孙 ). 

含有 2 苇 升 试验 彼 的 第 二 个 试管 加 2 诸 升 饱和 的 硫酸 
馆 ; 然后 直接 向 管内 加 足够 的 固体 硫酸 镑 使 其 成 包 和 溶液 . 
过 站 , 用 让 彼 进行 缩 二 脲 试验 . 

2 蕊 升 重 白质 试验 液 加 入 2 于 升 10% 的 NaGl 溶液 , 然 
后 加 2 一 3 滴 浓 志 酸 ,过 关 , 用 缩 二 脲 试 剂 试验 着 被 . 
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观 宗 : 


防 ， 豆 球 蛋 白 的 等 电 点 


1. 蛋白 质 的 提取 :， 

6 克 吏 豆 种 子 用 40 毫升 10% (重量 /容量 ) 的 NaGl 研磨 
数 分 钟 , 将 混合 液 转移 到 烧杯 中 ,放置 15 分 钟 , 不 时 地 搅拌 . 
混合 液 在 1000 xg 离心 10 分 钟 , 轻 轻 地 将 上 清洲 倒 进 任 撼 ， 
把 烧瓶 放 进 者 沸 的 水 浴 中 加 热 15 分 钟 , 用 流动 的 自来水 使 烧 
瓶 冷却 。 在 , :000 xg 再 一 次 离心 提取 液 10 分 钟 , 收集 上 清 
液 , 用 10%6 的 NaGl 溶液 定 容 到 最 后 的 体积 为 50 毫升 ,用 来 
作为 也-3 所 指出 的 提取 访 。 

2. 缓冲 六 的 制备 : 

在 9 个 50 毫升 的 烧杯 中 各 加 2 获 升 0.1M 的 柠檬 酸 钠 
(NasG6H5O7… 2 H2O) (编号 1 一 9) ,每 个 烧杯 加 10 毫 升水 ,为 
调整 每 个 烧杯 的 溶液 到 要 求 的 p 互 ,加 入 下 列 适 当量 和 访 庆 的 
柠檬 酸 咨 液 ， 烧 杯 1 和 2 加 足够 量 的 0.1N 柠 檬 酸 ， 民 本 的 
p 联 分 别 为 7.0 和 6.5. 

烧杯 3,4,5 和 6 加 足够 量 的 0.1 的 丁 檬 酸 , 使 最 终 的 
p 了 五 分 别 为 6.0,5.5,5.0 和 4.5. 

每 一 种 溶液 的 最 后 体积 用 秦 馏 水 定 容 到 18 毫升 ,标记 每 
种 溶液 的 p 互 ,每 一 种 组 名 液 取 9 毫升 分 别 加 入 相应 标号 的 试 
管 中 : 这 样 9 个 试 党 的 了 也 是 从 高 到 低 逐 次 排列 的 ， 假使 需 
要 ,剩余 的 缓 神 液 可 以 作 一 个 重复 ; 

3. 豆 球 重 白 等 电 点 的 测定 : 

9 种 溶液 分 别 加 入 精确 的 工 毫 升 殉 豆 提取 液 ,加 入 时 经 
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常 搅 拌 。 试管 在 室温 保持 20 分 钟 ,估计 每 一 个 管 的 混浊 度 ， 
显示 最 大 相对 混 独 度 的 溶液 的 p 瑞 相当 于 重 白 质 的 等 电 点 . 
假使 不 止 一 个 溶液 显示 了 相同 的 混 独 度 , 在 这 中 间 要 诡 加 P 互 
值 ,作为 蛋白 质 近 似 的 等 电 点 。 

观 仁 ; 


结果 和 结论 


作 一 个 合适 的 表 , 说 明 你 的 关于 重金 属 和 其 他 试剂 对 溶 
液 中 蛋白质 稳定 性 的 影响 的 观察 结果 ， 以 相对 混 儿 度 对 相应 
的 p 互 值 , 作 一 坐标 图 说 明 等 电 点 实验 . 

在 总 结 报告 中 说 明 , 根据 你 们 的 蛋白 质 物 理化 学 性 质 的 
知识 评价 你 的 结 采 。 对 于 两 性 离子 的 性 质 ,等 电 点 ,蛋白 质 被 
重金 属 和 兄 外 试剂 况 证 , 盐 析 和 盐 溶 应 特别 强调 . 

说 出 蛋白 质 所 起 的 三 个 一 般 生 物 学 作用 : 为 什么 蛋白 质 
是 良好 的 缓冲 剂 ? 你 能 想象 出 一 个 蛋白 质 在 它 的 等 电 点 有 高 
的 水 溶性 和 生理 活性 吗 ? 试 解释 , 
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实验 14 叶绿体 的 色素 


目的 
用 标准 的 溶剂 提取 和 分 离 叶绿体 色素 和 纸 层 析 技 术 . 


材料 

1 克 叶 细胞 组 织 ( 菠 菜 、` 早 熟 禾 或 另外 的 含 叶绿素 细胞 组 
织 ) 

100 训 升 乙醇 (95%6 ); 

20 毫 升 两 酮 (852%6 ); 

10 毫 升 丙酮 (无 水 的 ); 

50 毫 升 乙醚 ; 

50 毫 升 四 氯 化 碳 ; 

GaGOs (固体 ); 

Na2SO4 (无 水 的 固体 ); 

研 乓 和 研 杆 ; 

分 液 漏 斗 ; 

铁 环 架 和 夹 ; 

分 光 镜 (如 果 有 的 话 ); 

刻度 量 简 ( 小 的 ); 

2 个 瓶 ( 小 的 , 带 有 合适 的 赛 子 ); 

有 螺旋 盖 的 品 脱 缸 ( 层 析 箱 ); 

层 析 纸 (小 的 正方 形 ,适合 于 层 析 箱 ); 

支持 棒 ( 玻 璃 管 或 金属 棒 ); 
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玻璃 管 ( 拉 成 象 钢笔 一 样 的 细 尖 7 
纸 夹 ; 

八 ; 

冯 管 . 


东台 


A-. 色素 提取 (在 弱 光 条 件 于 进行 ) 


称 量 大 约 工 克 为 班 上 准备 的 绿叶 组 织 ( 去 掉 大 的 叶脉 )， 
将 组 织 和 少量 GaGos (中 和 细胞 中 的 酸 和 防止 镁 从 叶绿素 中 
心 移 出 ) 放 在 一 个 干净 的 研 拓 内 研 成 细 的 匀 浆 于 为 子 稀释 匀 
浆 加 85% 的 丙酮 ,5 一 6 毫升 是 足够 的 ,继续 研磨 。 用 滴 管 将 绿 
色 上 清 液 吸入 含有 10 毫升 乙醚 的 250 毫升 的 分 该 漏斗 内 . 

将 组 织 重新 提取 第 二 次 ， 提 取 的 液体 加 到 含有 第 一 次 提 
取 液 和 乙醚 的 分 液 漏 斗 内 . 在 第 二 次 提取 之 后 寺 细胞 组 织 残 
洁 加 大 约 等 份 的 无 水 丙酮 和 乙醚 ,研磨 细胞 组 织 , 如 前 面 一 样 
将 液体 转移 到 分 液 漏斗 内 ,然后 用 乙醚 作 最 后 一 次 提取 ;乙醚 
有 利于 黄色 素 的 提取 . 在 这 次 提取 之 后 , 转移 透明 的 绿色 液 
体 到 分 液 漏 斗 . 

分 液 漏 斗 内 的 绿色 溶 溶液 含有 质 体 色素 以 及 少量 混在 丙 曾 
中 的 水 深 性 化 合 物 。 现 在 加 100 毫升 水 到 含有 色素 谥 液 的 分 
液 漏斗 中 ， 水 要 慢 慢 地 加 ， 以 避免 水 向 漏斗 王 六 动 时 形成 乳 
状 液 。 旋 转 漏斗 几 分 钟 ,不 能 振荡 ,促使 丙酮 和 甸 外 的 物质 进 
和 人 下面 的 水 层 . 

垂直 固定 分 液 漏 斗 ， 当 两 个 液 层 界限 清楚 的 时 候 ， 放 掉 下 
面 的 一 层 并 弃 去 它 。 用 水 重复 洗 乙 醚 溶液 三 次 以 二 六 以 除去 
全 部 的 丙酮 。 因 为 乙醚 在 水 里 有 二 定 的 溶解 度 ， 所 以 伙 须 加 
5 一 10 毫升 乙醚 以 代替 用 水 洗 时 丢失 的 乙醚 ， 人 然而 不 朋 加 太 
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多 忆 醚 ;只 要 在 分 液 漏斗 内 有 两 个 清楚 的 液体 层 就 可 以 了 ， 因 
为 我 们 不 希望 乙醚 层 的 体积 在 每 次 开始 洗 时 超过 15 肥 升 : 

在 水 洗 过 之 后 ,将 叶绿体 色素 溶液 收集 到 一 个 小 量 向 里 ， 
假使 必须 的 话 ， 用 乙醚 将 溶液 的 总 体积 定 容 到 10 升 ,如 且 
体积 多 于 1 毫升 , 把 溶液 转移 到 一 个 烧杯 里 , 让 多 余 的 志 醚 
蒸发 掉 ， 而 使 溶液 保持 在 这 个 体积 。 观察 溶 液 的 透射 光 和 反 
射 光 。 

将 色素 溶液 倒 进 一 个 内 含 2 克 无 水 NazSQs 的 小 玺 里 ,用 
软木 塞 子 塞 紧 瓶 口 ,摇动 内 容 物 , 这 样 盐 即 悬 浮 在 溶液 中 , 继 
续 播 动 儿 分 钟 ， 无 水 盐 作为 一 个 脱水 剂 而 除去 在 乙醚 中 残留 
的 水 。 在 盐 沉淀 之 后 ， 提 取 滚 就 准备 好 用 于 进一步 的 分 离 扩 
术 . 


B. 用 纸 层 析 分 离 质 体 色 素 ( 和 参看 图 14-1) 


制备 层 析 箱 是 在 一 企 半 升 大 的 缸 里 倒 半 时 深度 的 四 氧化 
碳 。 如 果 需 要 ， 可 以 利用 一 个 较 大 的 层 析 和 红 。 加 无 水 硫 酸 
钠 ， 用 一 个 带 螺旋 的 盖 将 和 红 窗 闭 , 

让 向 内 的 气体 平衡 一 段 时 间 .: 将 层 析 纸 裁 成 四 方形 ， 当 
这 张 纸 卷 成 一 个 圆 简 的 时 候 ,， 它 的 大 小 要 和 缸 相 适 应 。 从 每 
一 张 纸 的 底部 大 约 工 时 的 地 方 划一 条 铅笔 线 ， 如 采 不 立即 用 
的 话 放 在 一 个 有 于 燥 州 的 地 方 ， 

“将 纸 伍 放 在 一 个 如 玻璃 管 或 金属 棒 的 支持 物 凸 ， 使 铅笔 
线 保持 在 桌面 以 上 . 

;利用 一 个 玻璃 管 拉 成 一 个 如 钢笔 一 样 的 细 尖 。 用 色素 提 
取 液 沿 着 每 张 纸 上 的 铅笔 线 划 一 条 大 约 工 时 或 半 时 的 线 ， 使 
其 干燥 ,重复 划 几 次 , 或 者 直至 这 条 线 成 深 绿色 , 使 色素 带 尽 
可 能 罕 一 些 , 并 在 每 次 供给 色素 之 间 使 它 干 燥 . 

当 色素 干 了 之 后 ， 将 纸 卷 成 一 个 松散 的 有 记号 的 一 头 向 
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下 的 圆 简 ,用 一 个 纸 夹 保持 其 稳定 ,将 纸 简 立 在 底部 含有 四 和 氧 
化 碳 和 过 量 无 水 硫酸 钠 的 缸 内 . 


提取 液 在 异 逻 上 


用 毛细 吸管 供给 提取 滚 


14-1 对 于 色素 分 离 层 析 谱 的 制备 


溶剂 向 纸 的 上 部 移动 . 当 溶 剂 接近 纸 的 顶 问 时 《大约 1 
小 时 ), 取出 纸 谱 ， 使 其 干燥 . 

检查 刚 拿 出 的 纸 , 因 为 颜色 要 退 掉 , 特 别 是 在 光 十 .色素 
从 顶端 到 底部 显现 出 以 下 顺序 的 颜色 带 : 胡 萝 下 素 ( 在 溶液 前 
沿 , 橙 黄色 ), 叶 丙 素 ( 一 条 或 多 条 黄 带 )， 叶绿素 4( 蓝 色 ) , 叶 
绿 素 2( 黄 绿 )。 教师 可 以 建议 试验 即 外 的 层 析 溶剂 ， 在 这 种 
情况 重复 同样 的 步骤 ， 以 要求 的 溶剂 代替 四 和 毛 化 碳 。 记 人 和 住 用 
不 同 的 层 析 溶 剂 , 色 素 分 离 的 状况 是 不 同 的 ， 
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结果 和 结论 


-计算 在 层 析 谱 上 被 分 离 色 素 带 的 Rf 值 。 在 总 结 报告 中 ， 
考虑 以 下 问题 ， 

1. 在 纸 上 分 离 色素 出 现 的 现象 ( 层 析 原 理 ); 

2. 叶绿素 “叶绿素 &、 叶 黄 素 、 和 类 胡 萝 下 素 的 结构 式 
以 及 这 些 色 素 在 植物 细胞 内 所 处 的 位 置 ; 

3. 花 青 素 在 细胞 内 的 位 置 ; 

4. 哪些 色素 是 产生 在 生长 在 黑暗 中 的 植物 的 属 官 里 的 ， 
以 及 质 体 可 能 受到 的 颜色 变化 ; 

5. 当 叶 绿 素 用 强 碱 (KOH 等 ) 处 理 的 时 候 , 写 出 磁化 反 
应 和 说 明 溶 解 度 的 改变 ; 

6. 分 清 菊 光 和 磷 光 . 
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买 验 15 ”叶绿素 的 吸收 光谱 和 
定量 测定 


目的 
为 了 学 习 一 个 用 于 测定 在 叶子 中 叶绿素 总 量 ; 叶绿素 记 
叶绿素 以 及 测定 从 叶子 提取 的 叶绿素 的 吸收 光谱 的 技术 


材料 
1 更 落 菜 呈 (或 其 他 新 鲜 呈 子 ); 
工 05 毫升 丙酮 (80%6); 
研 钵 和 研 杆 ( 可 以 应 用 勾 浆 器 ); 
黎 漏 斗 (内 有 一 个 Whatman No. 1 滤纸 霖 ); 
侧 臂 吸 滤 瓶 ; 
比 色 杯 (10 毫 米 ); 
分 光 光 度 计 。 


步骤 


A. 叶绿素 的 提取 


在 一 个 王 净 研 钵 内 放 工 克 〈 鲜 重 ) 切 成 小 块 的 菠菜 叶片 
(或 其 他 新 鲜 绿 叶 ) ,加 40 毫升 80% (容量 /容量 ) 丙 酮 ,把 组 织 
和 研 成 匀 浆 (研磨 大 约 3 分 钟 ) ， 小 心地 把 绿色 液体 转移 到 一 个 
有 滤纸 垫 的 次 漏斗 内 。 当 过 涯 提取 液 时 ( 抽 滤 ) ,用 另外 30 这 
逢 8026 两 酮 重复 研磨 匀 浆 ，3 一 和 分 钟 之 后 ,如 前 一 样 将 第 二 
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次 提取 该 过 让 到 含 第 一 次 提 液 的 烧瓶 里 . 

在 第 二 次 提取 之 后 ,组 织 就 应 该 没有 叶绿素 了 ,假如 仍 提 
取 不 完全 , 另 用 一 份 20 毫升 80% 丙酮 重复 研磨 , 将 匀 浆 过 让 
到 含有 其 他 着 液 的 烧杯 里 。 用 10 毫升 80% 丙酮 洗 研 钵 和 漏 
斗 的 边缘 ， 以 保证 全 部 的 叶绿素 被 收集 。 为 了 便于 计算 叶 绿 
素 的 量 , 加 足够 的 80% 丙酮 将 让 被 定 容 到 100 毫升 . 

如 果实 验 植 物 材 料 的 用 量 可 以 少 于 1 死 (为 了 以 后 方 
便 ) ,就 改变 用 于 提取 的 80% 丙酮 的 量 , 使 最 后 体积 依照 每 毫 
升 丙 酮 提取 10 毫克 植物 材料 . 


B. 叶绿素 的 测定 
将 叶绿素 提取 液 倒 入 10 毫米 的 比 色 杯 中 ,用 分 光 光 度 计 
分 别 在 波长 645,663 和 652 毫 微米 测量 并 记录 光 密 新, 以 80% 
毫克 数 为 基础 , 依 以 下 方程 式 计 算 提 取 液 中 叶绿素 的 量 ; 
毫克 叶绿素 <“/ 克 
组 织 三 [12.7 (ZD66s) 一 2.69(ZD645)] x 
毫克 叶绿素 也/ 克 
组 织 = [22.9(De) 一 4.68 (Deea)]xTDRA 
毫克 总 叶绿素 / 殉 
组 织 王 [20.2(Deis) 十 8.02(Z66s)]x 


毫克 总 叶绿素 / 死 


1600 到 
2 
组 织 34.5 2 ”1000X 严 


在 以 上 方程 式 中 , 忆 表示 在 特定 的 波长 于 ,叶绿素 提取 该 
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六 
1000x 于 


机 
1000x 矿 


的 光 密 度 读数 , 斑 是 80% 丙 酮 -叶绿素 提取 液 的 最 多 体积 , 刻 
是 提取 用 的 组 织 的 鲜 重 克 数 ， 
计算 和 是 绿 素 测 定 ， 


必 在 80% 两 酮 中 叶绿素 的 吸收 光谱 


用 足够 的 80% 丙酮 稀释 一 部 分 在 上 面 所 用 的 提取 液 , 便 
透 光度 约 在 30 一 35% ,以 另 一 个 装 满 80% 丙 酮 的 比 色 杯 作 空 
白 对 照 . 

在 350 一 700 毫 微米 范围 内 ,20 毫 微米 为 间隔 测定 并 记录 
黎 汞 叶绿素 提取 的 光 密 度 读数 ,在 最 大 吸收 的 部 位 ,以 5 毫 
微米 为 间隔 增加 读数 ， 此外， 叶绿素 提取 液 的 可 见 光 吸收 的 
观 祭 ,也 可 以 用 一 个 手持 分 光 镜 来 进行 (如 果 有 的 话 ) 

光 密 度 读数 ， 


结果 和 结论 

现在 计算 每 克 叶 子 提取 的 叶绿素 毫克 数 的 量 。 同样 ， 各 
括 了 一 个 说 明 叶绿素 吸收 光谱 的 图 表 ， 在 这 个 图 表 中 以 光 密 
度 读 数 为 纵 坐 标 , 以 波长 为 横 坐 标 ， 
在 总 结 报告 中 , 考虑 一 下 分 光 光 度 测量 中 利用 80% 丙 酮 
作为 提取 介质 和 空白 试剂 的 理由 . 在 计算 叶绿素 量 的 方程 式 
中 所 用 的 吸收 系数 的 重要 性 是 什么 ?为 什么 光 密 度 读数 要 在 
645,，663 和 652 毫 微米 进行 ? 在 这 个 实验 中 所 用 的 叶绿素 的 
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测定 方法 容易 有 误差 吗 ? 试 解释 . 

当 联 系 到 天 然 产 物 的 鉴定 时 ,吸收 光谱 的 重要 性 是 什么 
吸收 光谱 和 作用 光谱 之 间 的 差异 是 什么 ? 如 何 利用 它 们 得 到 
在 植物 中 光 调 节 反 应 的 见解 ? 


参考 文 献 


Arnon，D. I.、1949. Copper enzymes in lsolated chjloroplasts。 了 Poly- 
phenoloxidase in Beta vulgaris， Plant Physiol. 24: 1-15. 

Arnon，D. I. 1956. Photosynthesis by 1lsolated chloroplasts.IV. 
General concept and _ comparison of three phbotochemaical reactions. 
Biocpermz .Biopjoys， 4cta. 20: 449-461. 

Bonner，J. and J. 了 卫 . Varner (上 ds.) 1965-. Plant Biochemistry. 
Academic Press，New York and London. 

Bray，J. 及 . 1960。 The chlorophy]ll content of some mative and 
managed plant communities in central Minnesota.、Carm. J， Botarny 38: 
313-333:。 

Brulinsma，J. 1961. A _ comment on the spectrophotometrlic deter- 
maination of chlorophy]ll. Brzocjzem。， BiopjPys.、4cta 52:576-578. 

Devlin， 及 . M.1966.。 Plant Physiology.， Reinhold Publ. Corp.， 
New York. pp. 218-223. 

Galston，A. W. 1964。 The Life of the Green 了 Plant. 了 Prentice- 
责 all]，Inc.，Englewood Cljliffs，Nevw Jersey. 

及 oskl，V. 1950。Chjlorophyll formation in seedlings of Geau TGS 
二 .4rc 刀 .Brzocpemm. BropPpys，29: 339-343. 

MacKinney，G. 1938。 Some absorption spectra of leaf extracts. 
了 Pant P7Pysrol. 13: 128-140. 

IMacKinney，G. 1941。Absorption of light by chlorophyll solu- 
tions。 了 7o7. CPPem. 140: 315-322 。 

Meyer，B. S.，D. B. Anderson，and 及 . 吾 . Bohning。 1960。JImnatro- 
duction to Plant Physiology. 了 . Van Nostrand Co.，Inc.， 了 rinceton， 
Nevw Jersey. ppPp. 179-182. 

Steward，PR. C. 1964。 了 Plants at VVork. Addison-WVesley，Reading， 
JIMassachusetts, 


es 7G 。 


实验 16 ”番茄 红 素 的 分 离 和 鉴定 


目的 


成 熟 番 荔 果肉 的 主要 色素 是 类 胡 葛 卜 素 ， 大 部 分 是 番 贡 
红 素 。 在 这 个 试验 中 , 你 将 用 柱 型 层 析 法 分 离 这 种 色素 , 番 荔 
红 素 可 用 吸收 光谱 和 八 定 . 


材料 


番 荔 (成 熟 的 ); 

150 车 升 丙酮 ; 

300 蝶 升 苯 ; 

5 训 升 无 水 酒精 ; 

50 毫升 酒精 (9526); 

NazSO4 (无 水 固体 ); 

GaGOs ( 烘 干 的 无 水 固体 ); 

Al;05 (经 过 烘 干 的 ); 

组 织 的 态 机 ; 

烧杯 (500 毫 升 ); 

VVhatman No. 1 圆 形 滤纸 (适合 于 次 漏斗 和 分 离 柱 ); 
次 漏斗 及 吸 滤 瓶 ; 

分 滚 漏斗 (500 守 升 ); 

蒸发 奇 ( 见 图 16-1A ); 

移 溢 管 ( 巴 斯 德 ， 有 橡皮 吸 球 的 或 任意 使 用 的 ) 
柱 型 层 析 装 置 ( 见 图 16-1B ); 
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棉花 ; 
填塞 棒 ( 制 柱 用 ); 
3 个 蒸发 亚 ; 

比 色 杯 ; 

分 光 光 度 计 。 


步骤 


A. 香 认 红 素 的 提取 


半 个 成 熟 了 的 番 荔 在 组 织 的 碎 机 中 匀 浆 化 (去 除 腐败 了 
的 斑点 及 绿 葵 )。 加 入 含有 一 小 撮 GaGos 的 丙酮 100 毫升 和 
葵 100 毫升 后 再 继续 换 和 数 分 钟 。 将 匀 浆 倒 人 一 个 500 毫升 
的 烧杯 中 ,并 让 它 沉 演 . 

铺 一 张 whatman No. 1 滤纸 在 次 漏斗 中 用 :500 窗 和 的 
抽 让 瓶 将 匀 浆 抽 涯 。 在 所 有 溶液 过 滤 完 人 
样 可 过 兰 得 快 些 . 

加 压 并 用 数 毫 升 丙 酮 洗 果肉 多 次 ， 直到 干燥 并 几乎 没有 
颜色 。 但 洗 的 丙酮 用 量 不 要 超过 50 宣 升 去掉 果肉 , 留 下 过 
滤液 . 

过 污 液 将 有 二 层 . 在 过 让 流下 加 ha00 慢 慢 地 
旋 动 使 水 和 下 层 溶液 混合 .将 全 部 混合 溶液 倒 人 一 个 500 草 
升 的 分 液 漏斗 ,将 底部 淡 黄色 的 水 -丙酮 次 液 放 去 ; 

用 100 毫升 水 多 次 洗 上 层 葵 溶液 (橘红 色 )， 直到 水 层 中 
毫 无 丙酮 溶液 。 一 般 洗 二 或 三 次 ， 这 和 过 主 时 用 的 西 酮 量 有 
关 。 洗 的 过 程 中 只 能 旋 动 而 不 能 摇动 ， 否 则 形成 乳 状 液 后 沉 
” 淀 费 时 . 

将 葵 溶 液 倒 和 人 一 个 有 赛 子 和 管子 的 150 毫升 三 角 烧 闫 中 
(图 16-1A ) ,溶液 在 30 一 35"C 水 浴 上 加 热 并 用 水 和 泵 抽 走 空气 ， 
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分 离 漏斗 盛 置 溶 训 


一 一 


14 一 15 厘米 


B. 分 离 装 置 


图 16-1 提取 番茄 红 素 的 装置 
葵 很 快 蒸发 掉 。 不 要 使 溶液 过 分 浓缩 或 有 结晶 析出 ， 否 则 很 
难 再 溶解 ， 另 一 方面 如 果 溶 该 过 稀 , 以 后 会 分 离 得 不 好 ， 
溶 彼 请 缘 后 加 入 少量 无 水 硫酸 钠 使 其 干燥 ， 贮 存 于 冰箱 
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中 ,以 避免 热 和 光 引 起 氧化 . 
B. 柱状 色 层 分 离 


层 析 装 置 如 图 16-1B .。 放 一 个 底部 有 棉 赛 的 合适 的 柱 于 
抽 让 阁 上 ， 并 抽 滤 。 分 别 将 少量 的 预先 经 过 王 燥 的 砚 土 倒 和 人 
柱 中 并 旋转 春 将 其 压 标 。 装 柱 是 一 个 重要 的 过 程 ， 否 则 带 将 
不 平 难 以 分 离 。 继续 装 柱 直到 砚 土 有 14 一 15 厘米 深 。 在 砚 
土 顶部 放 一 块 和 柱 大 小 相同 的 滤纸 使 有 一 个 明显 的 界限 .在 
滤纸 上 放 2 一 3 厘米 的 预先 干燥 的 碳酸 钙 , 不 要 将 碳酸 钙 压 得 
过 紧 ， 否 则 就 会 妨碍 溶液 的 六 通 。 在 整个 柱 的 顶端 再 放 一 张 
滤纸 . 

将 葵 加 入 到 柱 中 ， 抽 让 使 柱 更 紧 并 去 除 内 贮 的 空气 . 在 
柱 完 全 被 葵 所 润 湿 后， 用 滴 管 加 入 浓缩 的 溶液 ， 小 心 必 须 使 
整个 上 表面 同时 履 盖 而 且 保持 它 的 覆盖 。 一 次 不 能 加 入 过 多 
的 溶液 ,因为 溶剂 蒸发 后 色素 将 沉淀 在 柱 壁 上 ;以 后 纯 共 将 受 
到 污染 ,分 离 将 不 好 进行 。 所 有 的 色素 不 能 从 管 壁 中 漏出 ,而 
必须 从 项 上 站 纸 中 心 引 出 .加 入 足够 的 溶液 使 矶 士 上 的 色素 
带 约 有 1 厘米 厚 。 然 后 加 入 无 水 葵 并 在 柱 的 顶端 加 一 含有 苯 
的 分 液 漏 斗 ,如 图 16-1B 所 示 . 

慢 慢 使 无 水 葵 透 过 柱 ( 每 次 加 数 镁 ) ， 必 须 使 沉积 在 壁 上 
的 色素 全 部 被 第 一 部 分 的 纯 葵 所 溶解 . 柱 的 顶端 必须 经 向 盖 
有 葵 ,并 不 停息 地 抽 庆 。 如 果 有 上 雄 的 塞 子 适当 地 闭 在 柱 上 , 漏 
斗 可 以 自动 供 谱 , 

色素 将 按 下 列 次 序 分 成 五 个 主要 的 带 ; 

1. 黄色 带 ( 含 有 ac 及 C 胡 葛 修 素 将 被 洗 人 瓶 中 
.橘红 色 带 (在 带 3 之 下 慢 慢 分 开 ) 
. 宽 的 红色 带 ( 它 的 下 部 很 多 和 带 2 诊 混 六 
红色 带 ( 接 近 顶 端 ); 
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5.， 棕色 带 ( 在 砚 士 的 顶端 ) . 

开始 时 在 碳酸 钙 上 可 能 有 狭小 的 黄色 带 ， 它 将 被 洗 下 和 
带 5 合 儒 . 

继续 分 离 直到 带 2 和 带 3 清楚 地 分 开 。 分 离 大 约 需 用 
180 毫升 杀 ,不 要 超过 1 小 时 。 如 果 过 程 太 慢 ， 在 .100 毫升 干 
葵 中 加 入 2 滴 无 水 酒精 。 
当 带 2 和 带 3 明 显 分 开 后 ,让 柱 再 抽 让 半 分 钟 , 然 后 很 快 
将 柱 取 下 . 将 碘 土 柱 和 弄 出 来 放 在 纸 上 ， 小 心地 用 小 铲 将 色素 
带 分 别 取出 . 带 3 是 番茄 红 素 ， 带 2 和 带 4 是 番 荔 红 素 的 异 
构 体 只 要 带 3 的 上 部 因为 下 部 被 带 2 的 成 分 所 污染 ， 必 须 
记 住 柱 的 切面 常 如 图 16-1G 所 示 . 带 2 和 带 4 有 良好 的 吸收 
曲线 , 可 以 留 作 和 番 荔 红 素 比 较 ， 

将 栅 土 带 分 别 放 在 小 烧杯 或 慈 发 血 中 , 泡 在 乙醇 里 ,搅拌 
并 将 溶液 用 滤纸 过 滤 到 一 个 小 烧瓶 或 瓶 中 。 如 果 色 素 疫 有 完 
全 洗 下 ,可 以 再 加 酒精 重复 洗 , 但 应 避免 用 过 量 酒精 以 致 溶液 
太 稀 .在 酒精 洗 脱 液 中 加 20 一 30 毫升 的 茉 , 放 入 到 分 液 漏斗 
中 ,酒精 用 水 重复 洗 去 . 葵 用 无 水 硫酸 钠 和 干燥。 如 果 需 要 贮 
藏 , 可 以 放 在 冰箱 内 . 


GQ. 香 范 红 素 的 吸收 带 


应 用 分 光 光 度 计 之 前 必须 先 熟 悉 仪 司 及 操作 说 明 书 .在 
一 个 比 色 杯 中 倒 入 纯 苯 作为 溶剂 空白 以 使 仪器 标准 化 ， 将 色 
素 溶 小 倒 人 马 一 个 比 色 杯 。 测 量 在 470 诸 微 米 的 吸收 。 透 过 
率 应 在 30 一 50% 之 间 ,但 是 一 定 不 能 少 于 10%。 如 果 溶 液 太 
浓 , 加 葵 稀 杰 到 适宜 的 范围 . 

测定 420 一 520 毫 微 米 的 吸收 .最 好 从 420 毫 微米 开始 ， 
每 隔 4 芝 微 米 作 读 数 直到 包括 全 区 .寻找 光 密 度 最 高 ( 透 过 最 
低 ) 处 ,然后 在 知 近 最 高 处 每 这 微 米 进行 读数 寻 出 吸收 高 峰 . 
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番茄 红 素 有 3 个 光 密 度 高 峰 , 一 个 在 455 毫 微米 附近 ;一 企 在 
470 毫 微米 附近 ,一 个 恰 在 500 毫 微米 处 . 


结果 和 结论 


用 每 一 个 光 密 度 的 读数 画 吸收 光谱 ， 以 坐标 表示 光 密 度 
值 ,对 着 横 坐 标 上 的 有 关 波 长 画 曲 线 . 

将 你 所 得 到 的 番茄 红 素 的 曲线 和 发 表 的 相 比较 ( 见 Kar- 
rer 和 Jucker 的 类 胡 梦 下 素 )。 乙 醇 、 休 和 乙 烷 的 溶 该 得 到 有 
有 接近 相同 高 峰 的 同样 曲线 . 
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实验 ;7 不 同 成 熟 期 花 中 的 花 青 素 


目的 


“用 纸 和 (或 ) 浒 膜 层 析 提取 和 分 离 花 青 素 ; 观 察 在 成 熟 期 
间 花 办 中 不 同 花 青 素 衍 生物 的 产生 . 


材料 


凤 仙 花 CZzrzpatze7zs palsarazz7zza 工 .) 三 个 不 同 成 就 期 各 取 
花 荔 4 一 5 个 (如果 疫 有 ,可 来 用 其 它 含 有 花 硼 素 植 物 组 织 以 
达到 比较 的 目的 ); 

10 著 升 HGCI (1% [容量 /容量 ] 在 95% 的 酒精 中 7); 

300 毫升 咨 液 工 ( 权 丁 醇 : 乙 酸 :水 ;3:1:1); 

360 坚 升 溶液 开 (10%[ 容 量 /容量 ] 乙 酸 在 水 中 为 

300 毫升 溶液 正 ( 正 丁 醇 : 乙 酸 :水 55:1:475 

-NH4OH( 浓 的 施 

AlGls 时 雪 剂 ( 见 节 后 附录 ); 

喷雾 全 及 瓶 (或 其 它 喷雾 装置 ); 

解剖 刀 或 刀片 ; 

研 鲸 及 桂 ; 

玻璃 丝 、 玻 璃 凋 斗 ; 

燕 发 厂 置 ( 见 图 16-1 A ); 

微量 移 滚 管 ( 或 有 刻度 的 玻璃 管 ); 

纸 上 层 析 装 置 ( 纸 、 钉 书 机 、 书 钉 、 层 析 台 、 有 盖 层 析 缸 、 
尺 、 油 脂 力 


紫外 光 灯 光源 ; 

薄膜 层 析 装 置 (玻璃 板 、 挟 玻璃 板 的 夹子 .展开 器 ,方形 层 
析 缸 和 盖子 .纤维 素 、 硅 胶 互 ); 

通风 橱 ( 层 析 谱 的 于 燥 和 路 雾 用 )。 


步骤 


A. 从 不 同 成 熟 期 蓄 辩 中 提取 窍 青 素 的 衍生 物 

从 温室 中 生长 的 凤 仙 花 上 采 三 个 不 同 成 熟 期 的 花蕾 4 一 
5 全 
第 一 期 ， 花 蕾 尚未 张 开 , 在 花 准 上 只 有 很 淡 的 颜色 六 
第 二 期 ， 花 蔓 尚 未 张 开 , 但 看 上 去 已 很 饱满 ,在 花 准 上 出 
现 颜色 ; 

第 三 期 ， 深 色 的 、 新 鲜 的 、 完 全 开放 的 花 ， 

分 别 用 上 少量 的 含 1% HGL 的 95% 酒精 (2 一 3 毫升 ) 去 磨 
研 提 取 第 一 、 第 二 期 的 花蕾 和 第 三 期 的 花瓣 ,每 二 种 匀 浆 经 
过 玻璃 丝 过 滤 并 浓缩 接近 干燥 或 到 沉淀 开始 形成 。 滤 过 物 可 
以 立即 应 用 或 贮存 在 冰箱 中 ,主要 用 于 纸 上 或 薄膜 层 析 : 

下 列 的 基本 技术 提要 ， 可 以 根据 使 用 的 设备 和 实验 室 教 
师 的 决定 而 加 以 改变 。 例 如 从 别 的 植物 组 织 提取 花 青 素 可 以 
用 不 同 的 色 层 溶剂 。 如 果 市 上 的 层 析 箱 不 适用 ， 可 以 任意 用 
一 升 容积 左右 的 瓶子 或 更 小 的 有 螺丝 盖 的 莉 子 : 另外 ， 如 果 
双向 的 纸 上 层 析 不 能 实现 ， 那 么 所 有 提取 液 可 以 在 一 张 纸 上 
用 10% 乙 酸 作 上 升 的 色 层 。 


B. 纸 上 层 析 ( 两 向 的 ) 


放 一 大 张 Whatman No. 1 滤纸 在 干净 的 书桌 上 .在 底 
部 4 时 左边 2 时 处 用 铅笔 画 一 个 小 的 x “。 用 一 个 有 刻度 的 
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移 液 管 吸取 第 一 期 的 提取 液 , 放 一 滴 在 铅笔 画 的 记号 上 ,点 的 
大 小 不 能 大 于 5 一 6 毫米 ,在 进行 第 二 次 之 前 让 其 完全 干燥 
在 “x2? 记 号 上 点 10 一 20 次 或 直到 斑点 已 足够 “ 大量: 时 .在 每 
两 次 点 样 之 间 一 定 不 能 少 于 一 分 钟 ,让 液体 有 干燥 的 机 会 . 

用 另外 的 纸 重复 对 其 它 剩 下 的 两 种 提取 物 (第 二 和 三 期 ) 
进行 操作 . 

当 所 有 提取 物 都 点 完 后 , 将 纸 放 人 层 析 箱 (点 在 上 端 ) 同 
叔 丁 醇 - 乙 醇 = 水 (3:1:2) 溶液 系统 作 下 降 层 析 . 当 色 层 跑 完 
后 ( 约 需 12 小 时 将 纸 悬 挂 在 空气 中 干燥 ， 有 原始 点 的 一 边 
在 下 面 , 同 时 在 溶液 的 前 沿 作 记号 . 

当 纸 千 燥 后 (大 约 一 小 时 )， 在 日 光 下 和 紫外 光 下 观察 分 
离 后 的 成 份 (小 心 ! 不 要 直接 看 灯 ) 用 铬 笔 在 每 一 个 中 心 点 一 
全 点。 确定 和 记 下 每 一 个 成 分 的 BE 值 , 记 下 在 可 见 光 成 紫外 
光 下 奖 光 的 颜色 . 

第 二 向 纸 的 位 置 是 这 样 的， 第 一 向 的 原点 〈 铅 笔记 的 
“x”) 在 极 右 面 ,溶液 的 前 沿 在 左边 , 和 分 开 的 成 份 的 线 垂直 . 
然后 将 纸 卷 起 来 (点 在 底部 和 纸 简 的 外 面 )， 将 边缘 钉 住 。 将 
纸 简 立 在 璧 有 溶 该 (10% 乙酸 ) 的 瓶 中 , 溶 小 刚好 湿 到 在 前 面 
分 离 的 各 成 份 的 下 面 . 

在 10% 乙 酸 溶液 中 展开 的 时 间 在 1 反 到 2 小 时 之 间 。 妆 
溶液 的 前 沿 接近 纸 的 顶端 1 一 2 时 时 将 纸 从 瓶 内 取出 , 悬 挂 着 
于 燥 . 

将 干燥 的 纸 在 可 见 光 和 紫外 光 下 进行 观察 ， 记 下 有 颜色 
的 或 有 奖 光 的 成 份 ， 如 前 所 述 。 将 纸 放 在 有 浓 氨 的 瓶 或 烧瓶 
口上 ， 不 同 的 点 都 将 清楚 地 显示 出 来 。 如 果 需 要 可 以 路 2%% 
AlGls 的 溶液 。 干燥 后 再 在 可 见 或 短波 长 的 紫外 光 下 观察 . 


G: 薄膜 层 析 


1。 薄板 的 制备 : 

制备 含有 纤维 - 硅 凝 胶 互 混合 的 浆液 (10 克 纤 维 素 、4 克 
硅 凝 胶 也 和 80 训 升 的 水 搅拌 ,足够 做 5 个 20x20 悍 米 的 薄 
板 )。 当 水 浆 混 合 均 匀 后 ,用 展开 器 制备 薄板 , 纤维 凝 胶 层 的 
厘 度 约 为 250 微米 ,展开 后 将 薄板 平 放 在 二 个 光滑 的 表面 上 ， 
顶端 在 其 上 轻 轻 地 敲 儿 次 ,薄板 做 好 后 在 40"C 的 恒温 箱 中 过 

当 用 交替 的 方法 ,薄板 可 以 用 约 为 一 份 吸 附 齐 =2 和 一 份 
水 组 成 的 匀 奖 制备 “〈 但 这 凝 胶 层 不 能 用 前 述 的 介质 得 到 同样 
结果 )， 如 采用 硅胶 (吸附 剂 -2) 落 板 需要 在 110 一 120"G 的 众 
箱 中 活化 30 一 35 分 钟 。 从 烘箱 中 取出 薄板 后 放 在 一 个 干燥 
器 中 冷却 到 室温 即 可 应 用 。 

2. 点 样 和 展开 : 

将 第 一 期 的 提取 小 3 一 6 微 升 在 距 底部 1 时 和 距 堪 边 :1 
时 小 心地 点 一 个 点 。 在 同一 条 线 上 在 右边 点 同样 量 的 第 二 期 
提取 液 ， 最 右边 点 第 三 期 的 提取 液 。 个 同时 期 的 须 在 一 个 泗 
板 上 ,在 同样 的 始点 上 点 三 个 明显 的 点 . 

薄板 在 溶剂 亚 ( 正 丁 醇 - 乙 酸 -水 溶剂 (5: 生 4 中 展开 。 把 
足够 的 溶剂 倒 入 一 个 方形 的 层 析 人 算 中 深度 大 约 距 底部 和 花 时。 
将 点 好 的 湾 板 用 支架 垂直 放 在 层 析 拭 中， 那些 点 正好 在 溶剂 
的 平面 上 . 将 层 析 纸 用 合适 的 涂 油 脂 的 盖子 盖 上 上 ， 薄 板 展开 
1 一 2 小 时 当 溶 剂 的 前 沿 到 达 距 顶点 工时 时 ,即将 薄板 取出 干 
燥 . 

每 一 期 的 原始 样品 混合 液 应 变 成 儿 个 清楚 的 点 。 在 可 见 
光 和 短波 的 紫外 光 下 观察 标记 不 同 的 成 份 ( 小 心 ! 保 护 自 己 的 
眼睛 )。 如 果 有 必要 ,可 以 用 一 个 干净 的 注 板 盖 在 层 析 谱 上 作 
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为 永久 的 记录 ， 然 后 重 笃 并 描 出 分 开 不 同 的 成 份 。 同 时 计算 
REf 值 , 并 注意 在 花 青 素 衍 生物 的 数目 和 花 发 育 的 时 期 之 间 的 
相互 关系 . 

如 果 需 要 回收 色素 可 以 从 薄板 上 将 吸附 物 取 下 放 在 烧杯 
中 5 用 16 互 G] 的 甲醇 洗 脱 , 用 玻璃 丝 过 滤 或 离心 ,收集 含有 
色素 的 洗 脱 液 . :如果 需 要 ,可 以 测定 分 离 的 色素 的 吸收 光谱 . 


结果 和 结论 

设计 和 作 一 个 适合 的 图 解说 明 以 上 不 同时 期 花 荤 的 花 青 
素 的 衍生 物 。 如 果 用 表 来 说 明 ， 一 定 要 包括 应 用 的 层 析 的 方 
法 ,溶液 系统 ,每 一 种 提取 液 分 离 成 份 的 数目 和 它们 的 Rf 值 . 
这 些 成 份 在 可 见 光 下 是 否 有 了 明显 的 颜色 或 者 在 短波 长 的 紫外 
光 下 有 蒙 光 .为 了 进一步 说 明 结果 可 将 复 摘出 的 色 层 谱 附 
上 . 

“ 草 然 不 同 分 离 的 成 份 没 有 得 到 正面 的 结果 ， 但 三 个 时 期 
所 得 到 的 红色 或 紫外 光 的 荧光 点 样本 的 数目 可 以 作为 凤 仙 花 
发 育 的 色素 变化 的 证 据 。 你 的 结束 语 必须 同时 考虑 色素 形成 
的 变化 及 用 纸 和 薄膜 层 析 分 离 那些 成 份 有 关 的 基本 原理 (如 
果 前 面 的 实验 没有 考虑 过 ). 
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实验 18 细胞壁 物质 


目的 
用 染 色 方 法 和 显微镜 观察 研究 不 同 细胞 壁 的 组 成 成 份 . 


材料 


(所 有 试剂 ， 需 用 量 少 ,分 别 放 入 滴 瓶 中 )， 

番茄 或 械 ( 幼 葵 ); 

棉花 ; 

旱 金 轩 种 子 ( 分 为 几 个 部 分 ， 王 种 子 、 浸 在 水 中 几 小 时 的 
种 子 、 萌 发 48 小 时 的 种 子 ); 

月 荟 (41oe) 或 君子 兰 (CLzzz2) 叶 子 ; 

老 蕉 草 葵 ; 

I2KI 试剂 ( 见 书后 附录 ); 

Hi2SOx(60%6 ,容量 /容量 ); 

铀 氨 液 试剂 ( 见 书后 附录 ); 

吞 红 溶液 ( 见 书后 附录 ) 

间 共 三 酚 醇 溶 液 (1 克 间 茶 三 酚 溶 于 100 毫升 95% 乙醇 
中 ); 

苏丹 亚 试 剂 ( 见 书 后 附录 ); 

HG1(12% ,容量 /容量 ) 

HGI( 浓 的 ); 

载 片 和 盖 片 ; 

显微镜 ; 


滤纸 . 
步 台 


A. 纤维 素 的 监 定 


. 幼 节 横 切面 
Re 放 在 有 一 滴 IKI 溶 液 的 载 和 
上 . ons 片 滤纸 吸 去 了 KEKI, 并 在 切片 十 加 一 滴 60% 
人 ) 硫 酸 ， 这 和 站 纤维 
Weyasgeegit 和 
观察 


2. 在 植物 细胞 壁 中 纤维 素 的 结构 : 

将 几 根 棉花 毛 放 在 有 一 滴 IFKI 试剂 的 载 届 下， 一 分 钟 
后 ,用 一 片 滤 纸 吸 去 IFKI;, 并 盖 上 盖 背 池 

在 盖 片 的 边 上 加 一 滴 60% 硫酸 ,并 用 显微镜 观察 纤维 的 
活动 情况 . 注意 在 膨胀 的 过 程 中 发 生 螺旋 式 的 运动 。 然 后 把 
盖 片 往 下 压 ， 一 直到 把 静 王 的 纤维 压 平 为 止 、 观 你 并 绘 一 略 
图 来 说 明 构 成 细胞 壁 的 纤维 素 原 纤维 . 

载 片上 放 几 根 棉 花 毛 , 盖 上 盖 片 ,并 在 盖 片 边 上 加 一 滴 铜 
氨 液 . 注意 纤维 强烈 的 螺旋 式 运动 和 重头 一 洋 的 吸 涨 ， 纤 维 
素 很 快 被 新 鲜 的 铜 气流 所 溶解 ， 但 果 胶 化 合 物 在 这 个 试剂 中 
不 溶解 。 指出 果 胶 化 合 物 在 棉花 毛 的 辟 中 的 位 置 。 

观 宗 ; 


B. 采 胶 化 合 物 的 监 定 


放 几 请 旱 金 轩 种 子 (在 水 中 浸 几 小 时 ) 内 胚乳 的 薄 横 切片 
在 一 个 有 稀 钉 红 溶液 的 小 焉 中。 大约 20 分 钟 后 (如 果 染 色 无 
鲜明 的 差别 ,可 以 延长 时 间 ) 拿 出 一 个 切片 ， 放 在 有 一 滴水 或 
者 甘油 的 载 上 请 上 . 用 中 倍 和 高 倍 的 显微镜 检查 切片 。 果 胶 化 
合 物 染 成 红色 ， 而 其 他 两 种 化 合 物 不 染色 或 者 轻 度 染色 。 画 
两 个 相 邻 细胞 同时 指出 有 果 胶 化 合 物 的 位 置 . 

以 同样 的 方法 用 钉 红 溶 该 染 幼小 番茄 葵 的 薄 横 切片 .在 
中 倍 和 高 倍 显微镜 下 检查 厚 角 组 织 细胞 中 果 胶 化 合 物 的 存 
在 。 说明 果 胶 化 合 物 在 厚 角 组 织 细 胞 壁 的 什么 地 方 ， 注 意 切 
片 的 其 他 组 织 是 否 显示 了 采 胶 化 合 物 的 存在 . 

观 祭 ; 


G. 半 纤 维 素 的 鉴定 


将 训 强 的 旱 金 过 种 子 豚 乳 的 薄 横 切片 放 在 有 一 滴水 的 
” 载 片 上 ， 用 显微镜 进行 观察 。 注意 细 胞 壁 不 规则 的 变 厚 . 

将 另 一 胚乳 切片 放 在 有 一 滴 12% HGI] 的 载 片 上 ,在 显 微 
镜 中 等 倍数 下 观察 ， 并 注意 细胞 壁 的 厚度 . 载 片 放 在 火焰 上 
加 温 儿 分 钟 后 绸 观察 。 半 纤 维 素 被 热 的 稀 无 机 酸 所 水 解 ， 而 
真正 的 纤维 素 能 抵抗 这 种 处 理 . 

将 萌发 的 旱 金 连 种 子 胚乳 薄 的 横 切片 也 按 上 述 方法 进 
行 ,并 与 没有 十 发 的 种 子 相 比 较 ， 
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忆 
洲 


D. 木质 的 监 定 
将 番 荔 和 向 日 区 人 蔡 的 薄 的 横 切 片 放 在 载 片上 ， 加 一 滴 间 
葵 三 酚 醇 溶液 ,让 溶液 蒸发 ， 然 后 加 一 滴 浓 HG 在 切片 上 盖 
上 盖 片 ， 木 质 化 的 组 织 妆 成 樱桃 红颜 色 。 指 出 在 荃 中 什么 组 


组 锌 木质 化 了 . 
观察 ， 


了 角质 的 鉴定 

把 芦荟 或 君子 兰 叶 子 薄 的 横 切 片 放 在 盛 有 苏丹 亚 溶 液 的 
小 碟子 中 ,15 一 20 分 钟 后 取出 切片 ,在 燕 馅 水 中 好 好 洗 净 , 放 
在 有 一 滴水 的 载 片上 ,在 显微镜 中 等 倍数 下 观察 切片 ,角质 染 
成 椰 红 色 。 绘 所 观察 到 的 切片 情况 并 指出 被 染色 的 角质 的 位 


置 ， 
观察 ， 


F. 木 栓 质 的 鉴定 
把 老 状 草 茎 的 薄 的 切片 放 在 盛 有 苏丹 亚 的 小 碟 中 ，15 一 
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20 分 钟 后 取出 切片 , 在 水 中 好 好 洗 净 ， 放 在 有 一 滴水 的 载 片 
上 ,在 显微镜 中 等 倍数 下 观察 染色 切片 , 木 栓 质 象 角质 一 样 染 
成 橘红 色 . 绘图 指明 在 这 个 切片 上 木 栓 质 存在 于 细胞 壁 的 何 
风 ， 

观察 ; 


结果 和 结论 


提出 一 个 有 标识 的 草图 和 (或 ) 一 个 简明 报告 来 说 明 结 果 . 

在 总 结 报告 中 要 考虑 到 所 研究 的 细胞 壁 化 合 物 的 化 学 结 
构 和 进行 实验 的 一 般 根据 . 

回答 以 下 问题 作为 对 你 所 获得 结果 进行 说 明 的 指导 : 

1. 在 蔡 中 ,什么 组 织 是 由 大 量 的 纤维 素 所 组 成 ? 

2. 什么 组 织 疫 有 表现 出 纤维 素 的 存在 ? 

3. 假如 用 IFKI 试剂 不 能 查 出 纤维 素 ， 是 否 意味 着 纤维 
素 不 存在 ? 说 明之 . 

4. 在 铀 氨 液 试剂 试验 的 基础 上 ,为 什么 能 推论 果 胶 化 合 
物 在 棉花 毛 的 壁 中 的 分 布 ? 

5. 在 旱 金 过 胚乳 的 细胞 壁 中 , 果 胶 化 合 物 位 于 何 处 ? 

6. 在 番茄 幼 葵 的 厚 角 组 织 以 外 的 其 他 组 织 的 细胞 壁 中 
有 果 胶 质 吗 ? 

7. 在 种 子 朝 发 时 , 半 纤 维 素 在 豚 乳 细胞 壁 中 发 生 了 什么 
变化 ? 关于 半 纤 维 素 的 作用 能 够 提出 些 什 么 ? 

8. 木质 化 的 生理 意义 是 什么 ? 

9. 木 栓 化 的 细胞 怎样 区 别 于 角质 化 的 细胞 ? 含有 角质 
和 木 栓 质 的 细胞 壁 有 什么 生理 疮 义 ? 

10. 通 芝 用 什么 术语 来 表示 木 栓 化 的 细胞 ? 
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实验 19 扩散 作用 


目的 
”研究 扩散 过 程 及 影响 这 个 现象 的 一 些 因 素 。 


材料 


HGI( 浓 的 , 放 在 滴 产 中); 

NH4OH 艺 ( 谊 的 , 放 在 滴 瓶 中 ); 
NaOH(0.1 N, 放 在 滴 瓶 中 ); 

50 训 升 甲 基 红 溶 液 ( 见 书后 附录 ); 


10 毫升 氯仿 ; 

10 训 升 曙 红 溶液 (1% , 重量 /容量 ); 
5 训 升 甲苯 ; 

5 毫升 乙醚 ; 


200 毫升 演 粉 溶液 (2% , 重量 /容积 ); 

200 毫升 I2KI 溶液 ( 见 书后 附 隶 ); 

两 份 水 (每 份 500 毫升 ,在 不 同 温 度 下 :5 一 10"C,25"C); 

玻璃 管 ( 盛 有 凝固 的 细菌 -琼脂 的 凝 胶 和 甲 基 红 , 它 用 
NaO 瑞 调 到 碱 性 颜色 ,制备 见方 法 B 部 分 和 图 19-1); 

玻璃 管 ( 装 有 一 片 站 纸 ,用 调整 到 碱 性 颜色 的 甲 基 红 指 示 
剂 润 湿 。 制备 见方 法 了 B 部 分 和 图 19-1); 

2 个 小 的 瓶 或 年 ( 蹇 上 一 个 打 和 孔 的 塞 子 ,并 装 上 浓 芯 Cl, 见 
图 19-1); 

玻璃 管 ( 直 径 经 时 ,长 16 时 ) 
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4 个 铁 环 架 和 夹子 ; 

棉花 ; 

2 各 

6 个 透析 管 ( 长 7 时 , 浸 在 水 中 ); 
12 个 螺旋 夹 ; 

3 个 塑料 盘 (7x4 叶 )。 


步骤 


A. 气体 的 简单 扩 巩 

用 两 个 铁 环 加 和 夹子 把 玻璃 管 大约 直径 为 妈 时 ， 长 16 
时) 水 平地 支 在 实验 桌 上 , 管 的 两 端 用 槐 花 塞 住 . 

开始 实验 时 , 拔 下 塞 子 。 在 一 个 塞 子 上 放 3 一 5 滴 浓 互 G1， 
在 另 一 塞 子 上 放 3 一 5 滴 访 NH4O 孔 。 酸 或 碱 从 管 的 末端 进 入 
党 中。 一 定 要 同时 把 塞 子 放 在 管 的 两 端 . 

注意 在 管 中 出 现 狭 窗 白 环 的 时 间 。 在 观察 到 环 时 立即 记 
下 环 的 位 置 并 测量 环 与 两 端的 距离 。 重复 试验 几 次 。 在 每 次 
进行 试验 前 一 定 要 洗 管 子 并 完全 干燥 。 

环 与 管 两 端 距离 的 测量 : 


指出 在 管 中 进 行 扩散 的 特殊 气体 并 写 一 平衡 式 来 说 明 在 
环 的 形成 中 所 进行 的 反应 : 


根据 下 式 计算 所 见 气 体 的 相对 扩散 速率 和 轻 的 气体 扩散 
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比重 的 气体 快 多 少 : 


扩散 快 的 气体 移动 距离 
相对 扩散 速率 一 扩散 慢 的 号 体 移动 距离 


现在 根据 下 式 来 比较 所 见 气体 的 相对 密度 ， 它 与 相对 扩 
散 速率 呈 反 相关 : 


1 

JW/ 轻 的 气体 (分 子 量 ) 

天 村 估 的 气体 的 速 末 = 二 人 2 
扩散 慢 的 气体 的 速率 1 


/ 重 的 气体 (分 子 量 ) 
2 


(分 子 量 ) 
计 2 
W 到 的 气体 (分 子 量 ) 
2 


按照 以 上 公式 [根据 格雷 厄 姆 (Graham) 扩散 定律 ] 所 得 
到 的 值 将 能 表示 出 轻 的 气体 扩散 比重 的 气体 快 多 少 。 你 所 得 
到 的 实验 结果 符合 于 格雷 厄 姆 定律 吗 ? 

B. 通过 气体 和 液体 介质 进行 扩散 的 比较 速率 

加 2 克 细 菌 -琼脂 到 70 毫升 水 中 , 熔化 琼脂 , 加 10 毫升 
甲 基 红 指示 剂 ( 见 书后 附录 ), 并 加 足够 滴 数 的 0.1 N_ NaOH 
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调整 指示 剂 至 黄色 或 它 的 碱 性 颜色 。 然 后 用 热 水 使 熔化 的 藉 
脂 混合 物 的 体积 达到 100 毫升 ， 用 熔化 的 玉 脂 混合 物 装 满 下 
璃 管 ( 大 约 直径 为 1 厘米 ,长 10 厘米 ,底部 塞 住 ). 

当 琼 脂 凝固 在 管 上 时 , 用 铁 环 架 和 夹子 支持 管子 ,并 使 管 
的 开口 朝 下 放 在 盛 有 少 HG1 的 小 瓶 中 (图 19-1)。 在 适当 的 
时 间 间 隔 测量 至 扩散 前 沿 的 距离 , 并 记录 扩散 速率 (毫米 /小 
时 )。 由 于 芒 脂 对 溶质 的 扩散 没有 什么 显著 的 阻 兆 , 因 此 可 以 
假定 此 扩散 介质 与 水 溶液 相 接 近 。 

如 图 19-1 所 示 , 切 下 一 条 滤纸 (直径 略 小 于 1 厘米 ,长 略 短 
于 10 悍 米 ) 并 浸 在 甲 基 红 指示 剂 中 (母液 用 少许 0.1 N NaOH 
调整 至 黄色 ) ,把 湿 的 滤纸 悬浮 在 第 二 管 里 (直径 1 厘米 ,长 10 
厘米 ) ,把 管 放 在 盛 有 CI 的 小 瓶 中 . 


A 也 
管 装 满 用 甲 基 红 着 色 的 管 装 上 用 甲 基 红 指示 剂 
琼脂 凝 胶 浸 湿 的 滤纸 条 


图 19-1 通过 气体 和 液体 介质 进行 扩散 的 比较 速率 


记录 HGI 通过 气体 介质 进行 扩散 的 速率 (毫米 /时 )， 


ee 998。 


观察 


G,. 液体 扩散 

在 试管 中 放 5 毫升 氯仿 ， 在 氯仿 上 面 慢 慢 加 足够 量 的 水 
(用 曙 红 着 色 ), 一 直到 有 色 层 深 达 5 毫米 。 然后 小 心 加 5 毫 
升 乙醚 ,并 用 塞 子 把 试管 塞 紧 ,不 要 摇动 试管. 

第 二 个 试管 按 同样 方法 进行 ， 但 是 用 二 甲 薪 代替 乙醚 作 
为 上 层 溶液 . 

仔细 标记 每 个 管 液 层 之 间 的 界面 ,并 把 管 放 在 一 边 ,注意 
避免 震动 : 在 一 周 内 观察 试管 儿 次 ,并 记录 界面 位 置 变化 ( 昌 
红 - 永 层 部 位 的 变化 ). 

观察 


D. 溶质 扩散 

选用 一 个 透析 管 〈 长 大 约 7 时 )， 它 预先 浸 在 水 中 。 一 端 
扭 紧 , 回 后 弯 并 用 螺旋 夹 把 它 紧 紧 夹 住 。 另 一 端 用 手指 搓 开 ， 
装 淀粉 溶液 至 管 顶 1 时 之 内 。 这 开启 的 一 端 按 另 一 端的 方式 
一 样 把 它 夹 好 。 一定 要 夹 紧 不 能 有 漏洞。 洗 掉 管 外 表面 任何 
淀粉 。 把 管子 沿 着 塑料 盘 (7x4 叶 ) 的 长 边 放 入 ,加 5 一 10"”C 
水 (用 冷藏 水 或 用 冰冷 冻 的 水 ) 一 直到 水 刚好 盖 住 管子 。 

选用 另 一 个 透析 管 , 装 满 IFKI 溶液 ,用 夹子 夹 住 两 端 , 把 
这 个 管子 放 人 水 盘 中 ， 但 是 沿 着 盘子 的 相对 的 另 一 边 放 下 。. 
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不 要 让 管子 彼此 接触 。 假 如 有 漏洞 就 会 立即 发 现 ， 应 当 纠 
二 

按照 以 上 方法 做 另 一 个 盘子 ， 但 是 水 温 应 当 是 25"”0 左 
右 . 

在 各 种 情况 下 要 记录 两 管 放 入 水 中 的 时 间 ， 在 以 后 二 个 
多 小 时 要 经 常 观察 管 中 和 盘子 的 水 中 的 颜色 和 体积 的 变化 . 

观察 : 


结果 和 结论 


根据 你 的 观察 ， 用 图 表 来 表示 各 部 分 结果 。 按照 实 际 情 
况 指 出 什么 分 子 进行 扩散 ， 扩 散 的 方 同 和 扩散 通过 的 介质 性 
质 . 

在 总 结 报告 中 回答 以 下 问题 : 

1. 叙述 和 说 明 应 用 于 气体 扩散 的 格雷 厄 姆 扩散 定律 . 

2. 什么 是 菲 克 (CEick) 扩散 定律 ,如 何 把 它 应 用 于 控制 盗 
质 扩散 的 那些 因子 ? 

3. 说 明 扩散 系数 . 

4 思考 影响 气体 ,溶质 扩散 速率 的 那些 因素 以 及 在 这 个 
实验 的 不 同 部 分 中 是 否 已 经 证 明了 某 些 因子 的 影响 ， 
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实验 20 膜 和 透 性 


日 的 


为 了 研究 一 些 人 工 膜 系 统 和 活 组 织 对 酸 、 碱 、 不 同 离子 
及 有 机 物质 的 透 性 . 


材料 


紫 万 年 青 叶 子 ; 

甜菜 根 ( 花 瓣 、 红 甘 监 或 含有 花 青 素 的 倒挂 金 钟 的 叶子 ) 
紫 鸭 路 草 或 红 洋 效 的 叶子 ; 

100 蓝 升 硅 酸 钠 溶液 (NazSi4tOi, 比 重 1.2); 
25 毫升 亚 铁 氰 化 钾 溶 液 (05% , 重量 /容量 ); 
硝酸 钴 结晶 LGo(NOs)>H2zO ]; 

硫酸 镍 结 量 (CNiSO4 .7H2OD) ; 

硫酸 铜 结 旨 (Cu5O4); 

10 毫升 KOH(0.025 N); 

10 毫升 NH4O 孔 (0.025 人); 

10 毫升 HGI1(0.025 N); 

10 毫升 酷 酸 (0.025 N) ; 

50 毫升 NaGl(4% , 重量/ 容量) ; 

50 毫升 GaGl(0.2% ,重量 /容量 ) ; 

20 毫升 甘 季 (1.0 MD; 

20 毫升 消 欧 糖 (1.0 MD); 

20 毫升 权 丁 醇 (1.0 MD); 
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20 毫升 乙 二 醇 (1.0 MD; 
20 毫升 甲醇 (1.0 MD); 
人 
5 个 表 玻 璃 ; 
5 个 烧杯 (80 毫升 ) ; 
载 片 和 郑 片 ; 
显微镜 ; 

“放大镜 


步骤 


Ac 膜 


用 硅 酸 钠 ( 水 玻璃 NazSitO4, 比 重 1.2) 水 溶液 把 两 个 试 
管 装 满 一 半 。 很 快 地 把 一 小 颗 硝 酸 儿 [Go(NOsa)z Hz?O] 结晶 
浸入 水 中 (这样 气 泡 就 不 会 粘着 它 )， 然 后 把 它 滴 人 一 个 盛 硅 
酸 钠 的 试管 中 . 

按照 这 个 方法 用 一 颗 硫 酸 镍 (NiSoO4.7H2O) 结 晶 重 复 进 
行 ,几乎 马上 就 形成 了 不 咨 的 硅 酸 铬 和 硅 酸 镍 . 

用 放大 镜 观 察 每 个 试管 中 大 的 细 丝 的 顶部 ， 并 注意 它们 
伸 长 的 方式 。 假 如 在 细 丝 的 顶部 有 气泡 ， 用 搅 棒 把 它 赶 反 。 

观察 ; 


在 小 烧杯 中 放 有 足够 数量 的 5% 亚 铁 氰 化 钾 溶 液 
[KEe (CN)6]， 使 它 盖 住 烧杯 底 并 有 约 5 厘米 厚 的 液 层 . 然 
后 把 一 颗 硫 酸 铀 (CuSO4) 结晶 浸入 溶 祖 中 。 观察 结 晶 周 围 腊 
的 形成 并 注意 膜 是 如 何 起 估 和 破裂 . 
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B. 活 组 织 对 酸 和 碱 的 透 性 


准备 好 许多 片 紫 万 年 青 〈 凡 是 含有 花 青 素 的 各 种 花 或 其 
它 组织 都 可 用 ) 下 表皮 , 把 它 谭 浮 在 水 中 . 

将 少量 的 下 列 液 体 分 别 放 在 表 玻 璃 或 夸 子 中 ， 

1. 共 馏 水 ; 

2。HCG1(0.025 六); 

3. 酮 酸 (0.025 入 ); 

4。 上 OH(0.025NN); 

5. NH4O 丽 (0:025 N) 。 

将 两 片 表 皮 组 织 放 和 人 蒸馏水 中 (1 , 两 片 放 和 人 KOH(4) 和 
6 片 放 入 NH4O 互 溶液 中 (5)。 记 下 在 浸入 之 后 组 织 显 出 蓝 色 
所 需 的 时 间 . 

在 组 织 片 浸 和 人 NH4OH 溶液 转变 为 蓝 色 (全 部 或 部 分 ) 以 

后 ,将 4 片 组 织 片 转移 至 壁 有 营 馅 水 的 烧杯 中 . 

从 蒸馏 水 烧杯 中 转移 2 片 至 酷 酸 溶液 (3) 并 转移 两 片 至 
HG] 中 (2) 。 记 录 发 生 颜 色 变化 所 需 的 时 间 . 

当 颜 色 变 化 已 完成 ,把 组 织 片 从 酸 溶液 转移 至 水 ,然后 再 
回 到 NH4OH, 再 记录 产生 颜色 变化 所 需要 的 时 间 . 

按照 以 上 方法 重复 进行 几 次 ， 并 测定 组 织 几 次 转移 到 酸 
和 几 次 转移 到 碱 之 后 发 生 颜 色 变化 所 需 的 时 间 . 

观察 
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G. 离子 对 细胞 膜 特 性 的 影响 


在 四 个 烧杯 中 分 别 放 几 个 甜菜 根 ( 花 准 、 红 甘蓝 、 倒 挂 金 
钟 的 叶子 以 及 含有 丰富 花 青 素 的 其 它 组 织 都 可 用 ) 切片 。 然 
后 向 每 个 烧杯 加 总 体积 为 50 毫升 的 以 下 的 液体 ; 

1. 蒸馏 水 ; 

“2. 4% NaGl 加 蒸馏 水 (各 为 25 毫升 ); 

3. 0.2% GaGls 加 蒸馏 水 (各 为 25 训 升 ) ; 

4.0.29%6 GaGls 加 4% NaGl (各 为 25 毫升 )。 

假如 愿意 的 话 , 你 可 以 用 其 它 植物 材料 进行 重复 试验 . 

把 烧杯 放置 在 室 瘟 下 ， 间 歇 搅 拌 一 小 时 。 在 一 小 时 后 观 
察 并 记录 各 种 溶液 的 颜色 座 度 . 

观察 


D. 膜 对 有 机 物质 的 透 性 


将 紫 鸭 路 草 、 红 详 翘 叶子 下 表皮 细胞 或 相同 组 织 的 细胞 
放 在 有 几 滴 1 M 甘油 溶液 的 载 玻 片上 ,记录 质 壁 分 离 所 需 的 
时 间 . 

在 显微镜 下 观察 到 已 有 质 壁 分 离 之 后 ， 让 组 织 保留 在 甘 
油 中 一 直到 从 质 壁 分 离 状 况 恢复 过 来 。 记录 恢 复 所 需 的 时 
间 . 

现在 把 这 组 织 放 到 几 滴 蒸 饮 水 中 洗 去 甘油 . 在 加 水 之 后 
很 快 进行 显微镜 观察 。 发生 了 什么 情况 ? 

按照 上 述 方法 用 以 下 有 机 物质 (1.0M) 进行: 葡萄糖, 叔 
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丁 醇 、 乙 二 醇和 甲醇 。 记 住 要 记录 在 每 种 溶液 中 细胞 质 壁 分 
离 恢复 所 需 的 时 间 。 细胞 从 质 壁 分 离 的 状态 恢复 过 来 的 相对 
时 间 可 以 提供 作为 物质 渗入 细胞 的 相对 次 序 的 一 个 粗略 的 指 
标 。 对 每 个 化 合 物 来 说 也 指出 了 它 的 分 子 量 和 它 在 水 中 的 溶 
解 度 . 

观察 和 时 间 记 录 : 


结果 和 结论 


对 方法 的 每 一 部 分 (A 到 了 D) 都 设计 和 提出 一 个 适当 的 图 
表 (或 观察 目录 ) 来 说 明 结 果 。 根 据 以 下 的 指导 来 解释 各 部 分 
的 结果 ， 

A. (1) 把 一 个 金属 的 硅 酸 盐 细 丝 当 作 一 个 膜 和 溶液 系 
绕 . 指出 什么 分 子 进行 扩散 和 扩散 的 方 癌 . 

(2) 对 于 透 性 来 说 ,在 各 种 情况 下 形成 的 是 什么 类 型 的 
膜 ? 

(3) 普 费 福 (Pfeffer) 如 何 采用 亚 铁 氰 化 铜 的 膜 来 进行 他 
的 疾 透 压 实 验 ? 

(4) 当 把 植物 细胞 放 入 纯 水 中 会 发 生 不 正常 的 破裂 。 如 
何 解 释 ? 

B. (1) 酸 和 碱 对 花 青 素 的 颜色 有 什么 影响 ? 

(2) 什么 是 花 青 素 ( 化 学 的 ) ,它们 位 于 细胞 何 处 ? 

(3) 解释 使 用 酸 、 碱 后 所 观察 到 的 任何 差异 . 

G. 提出 你 可 能 想到 的 任何 原因 来 说 明 一 些 离子 对 细胞 
膜 特 性 (关于 改变 透 性 ) 的 影响 

D. (1) 为 什么 把 在 甘油 中 质 壁 分 离 恢 复 的 细胞 放 在 纯 
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水 之 后 会 突然 破裂 呢 ? 
(2) 易于 渗入 植物 细胞 的 有 机 化 合 物 的 化 学 和 物理 特性 
是 什么 ? 
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目的 

说 明 测 定 细胞 液 渗透 势 (渗透 压 ) 的 经 典 的 质 壁 分 离 
法 ， 
材料 


植物 材料 〈 下 面 任何 一 种 均 可 ): 

紫 万 年 青 、 吊 竹 梅 〈 下 表皮 )、 加拿大 伊 乐 莹 的 叶片 、 各 种 
丝 状 营 (水 绵 等 ); 分 别 准 备 以 下 死 分子 请 度 的 蔗糖 和 NaGl 
溶液 〈 每 种 50 毫升 )，0.30，0.25,， 0.24, 0.22, 0.20;0.18， 
0.16,0.14,0.12,0.10; 

表 玻 璃 、 点 滴 板 或 小 风 杯 ; 

显微镜 ; 

载 片 及 盖 片 ; 

小 滴 管 和 瓶子 ; 

万 卢 ; 

狠 子 ， 


步骤 

从 带 色 吊 竹 梅 叶 片 的 中脉， 切取 新 鲜 的 下 表皮 切片 
(或 用 已 经 提 到 的 其 它 植物 材料 )。 迅速 将 切片 投入 含有 
0.30M 芒 糖 溶液 的 表 玻璃 上 , 5 一 10 分 钟 后 ， 取 几 片 切片 放 
在 滴 有 同样 溶液 的 载 片上 . 注意 是 否 所 有 细胞 都 产生 了 质 壁 
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分 离 . 倘 若 如 此 , 则 取 新 切片 ,并 放 入 0 .25 M 芒 糖 溶液 中 . 若 
该 浓度 使 全 部 细胞 都 发 生 质 壁 分 离 ， 试 验 0 .24 M 的 蔗糖 溶 
小 并 如 此 继续 下 去 ， 直 至 表现 出 某 一 上 芒 糖 溶液 中 大 部 分 细胞 
出 现 质 壁 分 离 ,， 而 在 下 一 个 较 稀 的 一 个 蔗糖 浓度 中 仅 50% 的 
细胞 显现 出 质 壁 分 离 的 现象 为 止 . 将 结果 记录 在 表 21-1 中 . 

在 达到 决定 极限 浓度 之 前 ， 一 定 要 有 足够 时 间 使 其 发 生 
质 壁 分 离 . 当 在 切片 中 观察 到 初始 质 壁 分 离 以 后 ， 用 新 溶液 
和 新 组 织 切 片 重复 进行 几 次 试验 ， 直 到 你 有 把 担 确 定 出 产生 
初始 质 壁 分 离 的 蔗糖 浓度 为 止 . 在 此 条 件 下 ， 细 胞 液 的 涂 透 
势 和 外 界 溶液 的 涂 透 势 相 等 . 


表 21-1 渗透 势 测 定 的 结果 


在 20"C 下 攻 糖 溶液 
克 分 子 浓度 (MD) 渗透 势 ( 大 气压 ) 


质 壁 分 离 的 相对 程度 


0.30 一 人 
0.25 OO 
0.24 一 6.4 
0.22 一 吕 直 
0.20 和 
0 18 人 
0.16 和 
0.14 一 So。7 
0.12 一 322 
0.10 二 


按照 上 述 大 体 相 同 的 步骤 ， 仅 以 同样 死 分 子 请 度 的 盐 溶 
液 (NaGD 代替 产生 初始 质 壁 分 离 的 芒 糖 溶 小 . 若 细 胞 全 部 
出 现 质 壁 分 离 ， 测 定 细胞 产生 初始 质 壁 分 离 的 盐 浓度 〈 以 死 
分 子 诊 度 为 基础 )， 指 出 组 织 产 生 初 始 质 壁 分 离 的 盐 溶 液 ， 
并 表示 你 在 研究 的 组 织 中 盐 溶液 产生 轧 始 质 壁 分 离 测 定 疾 透 
势 的 计算 ， 
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提出 你 关于 组 织 在 各 种 糖 溶液 中 试 台 条 件 下 所 观察 到 的 
现象 . 表 21-1 提供 的 是 在 20"C 时 克 分 子 浓度 蔗糖 溶液 的 涂 
透 势 . 假定 在 20"C 以 上 每 一 度 增加 压力 1/1273， 则 = 溶液 的 
浓度 和 溶液 的 涂 透 势 之 间 有 直接 的 比例 关系 ， 测 定 吊 竹 梅 呈 
片 细胞 液 的 渗透 势 . 

在 你 的 结果 中 应 该 指出 不 同 氛 化 钠 浓 度 对 质 壁 分 离 的 作 
用 . 若 用 一 个 电解 质 ， 在 测定 其 涂 透 势 时 还 应 考虑 另外 什么 
因素 ? 

讨论 中 广 意 说 明 为 什么 由 低 溶 质 浓度 的 溶液 引起 的 质 壁 
分 离 和 由 高 溶质 浓度 的 溶液 引起 的 质 壁 分 离 的 程度 不 同 . 

指出 理想 的 非 电解 质 溶液 测定 涂 透 势 的 公式 及 其 对 调节 
电解 质 溶液 渗透 势 的 必要 性 . 用 冰点 降低 法 怎样 测定 渗透 
势 ? 具有 高 涂 透 势 细 胞 的 某 些 植物 ， 有 什么 生态 学 意义 ? 
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买 验 22 水 “” 势 


目的 
说 明 测 定植 物 组 织 水 势 的 经 典 方法 . 


材料 


植物 材料 ， 白 马 铃 蔓 块 蕉 或 白 蓝 块 根 , 甜 菜根 ,水 果 ( 犁 
或 苹果 ); 

木 塞 打 和 孔 器 ; 

玖 有 二 

分 别 准备 以 下 殉 分 子 浓 度 的 糖 溶液 〈 每 种 150 毫升 ); 
0.15, 0.20,，0。25)0.30,0.35，0.40.0.45.0050005 

250 毫升 的 燃 杯 若干 套 ( 每 套 11 个 ); 

盘 式 天 平 ; 

量 简 ; 

吸水 纸 ; 

滤纸 ; 


步骤 


用 锐利 的 打 孔 器 ， 从 去 皮 并 洗 净 的 马 铃 昔 (无 栓 化 周转 
层 ) 或 从 上 面 提 到 过 的 别 的 植物 材料 中 的 一 种 打 长 度 相 等 
(4,.5 厘米 )、 直 径 约 1.0 厘米 的 圆柱 体 22 个 (每 次 打 两 
个 ).， 打 好 后 立即 切 去 两 端 ， 使 圆柱 体 成 4 厘米 长 ， 放 在 两 


sl2， 


张 滤纸 中 间 轻 轻 吸 干 ， 并 暂时 贮存 在 一 个 用 讲 湿 的 吸水 纸 衬 
着 的 密闭 温润 的 容器 中 . 
样品 达到 要 求 数量 之 后 ， 将 其 一 对 一 对 地 称 重 〈 要 尽 可 
能 快 一 些 )， 记 录 下 总 鲜 重 。 称 好 重量 以 后 ， 立 刻 将 每 对 样 
品 分 别 放 入 含有 150 毫升 在 表 22-1 中 指出 的 溶 液 之 一 的 烧 
杯 中 . 

重复 这 个 操作 ， 直 至 圆柱 体 都 刘 入 每 种 不 同 的 糖 溶 液 为 
止 。 记 住 记录 浸入 相应 糖 溶 液 中 每 对 圆柱 体 的 原始 鲜 重 . 


表 22-1 马铃薯 块 共 组 织 的 水 势 


圆柱 体 的 鲜 重 


2 重量 变化 ” 
1 


* 表示 增 重 数 值 前 用 (二 )， 减 重用 (一 )， 不 增 不 减 用 ( 士 ) 


烧杯 用 铝箔 盖 好 ， 在 室温 中 放置 6 小 时 .如 采 需 要 ， 在 
测定 最 后 重量 之 前 可 在 冰箱 中 放 24 小 时 . 

达到 预定 时 间 以 后 ， 从 溶液 中 取出 圆柱 体 〈 一 次 取 一 
对 ) 为 用 滤纸 迅速 吸 干 上面 的 水 分 并 测 其 最 后 鲜 重 。 计 算 每 对 
圆柱 体 比 原 来 重量 增加 或 是 减少 ,并 将 结果 记录 在 表 22-1 中 ， 
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计算 ; 


以 纵 坐 标 作为 重量 变化 ， 横 坐 标 作 为 相应 的 糖 谊 度 ， 
用 图 22-1 作成 曲线 表 示 之 。 组 织 的 水 势 ， 等 于 不 使 圆柱 体 
增 减 重量 的 糖 溶 液 的 水 势 . 因此 ， 曲 线 与 横 坐 标的 交叉 点 即 
表现 为 组 织 的 水 势 。 在 后 面 的 报告 中 说 明 其 合理 性 . 


.15 .20 .25 .30 .35 40 45 .50 .55 .60 


糖 溶液 的 克 分 子 浓度 


-~0.5 


原始 重 和 最 后 重 之 差 ( 克 ) 


图 22-1 马 铃 苗 块 蔡 组织 的 圆柱 体重 量 的 变化 
是 周围 糖 溶液 克 分 子 浓度 的 函数 
指出 马铃薯 块 蕉 组 织 在 试验 开始 时 的 水 势 和 圆柱 体 在 每 
一 种 溶液 中 达 平 衡 时 的 水 劳 . 
在 报告 的 结论 中 ， 指 出 组 织 吸 水 和 失 水 量 之 差 。 此 外 ， 
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指出 细胞 和 烧杯 中 不 同 糖 溶液 的 水 势 、 活 透 势 和 涨 压 的 关 
系 。 这 三 种 涂 透 量 在 调节 植物 体 水 分 移动 方面 以 那 一 种 最 为 
重要 ? 为 什么 ? 

你 在 解释 结果 时 ， 也 应 该 芬 虑 到 为 了 得 到 精确 和 预期 的 
数值 而 在 实验 步骤 中 涉及 的 某 些 技术 问题 . 
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实验 23 ”用 落 滴 法 测定 植物 组 织 水 势 


目的 
用 落 滴 法 测定 马 铃 昔 块 从 组 织 的 水 势 . 


材料 


去 皮 马 铃 昔 ( 芜 靖 、 胡 萝卜 或 叶 组 织 ); 

60 诸 升 瑚 糖 溶液 (0.5 MD; 

10 毫升 亚 甲 蓝 溶液 (0.2% 重 量 / 容 量 在 水 忠 

8 支 试 管 (15 x 150 毫米 ， 最 好 有 10 毫升 刻度 ); 
8 支 试 管 (13 x 100 毫米 ); 

8 支 毛细 移 液 管 或 医用 滴 管 拉 成 细 管 尖 ); 

移 液 管 (10 毫 升 刻度 或 10 毫升 配药 用 滴定 管 ) 
试管 架 ( 放 16 支 试管 ); 

打 孔 器 (4 毫米 内 径 ) 

凶 子 . 


步骤 


A. 不 同 基 糖 浓度 的 试验 组 和 对 照 组 


将 8 支 试 管 〈15 x 150 毫米 ) 放 成 一 排 ， 按 所 需 体 积 加 
入 0.5 M 芒 糖 溶液 ， 使 其 用 水 稀释 到 10 毫升 ， 而 殉 分 子 党 
度 的 范围 以 0.05 M 的 梯度 从 0.15 M 增 加 到 0.5 M， 标 出 这 
一 系列 管 为 对 照 组 .然后 取 对 照 组 每 种 溶液 4 毫升 加 到 较 小 


了 16。 


本 古 


的 试管 (13 x 100 训 米 )， 梅 成 另 一 组 同 检 该 度 的 芒 革 溶 流 
( 标 为 试验 组 ) .将 对 申 组 的 溶 流 按 久 度 着 塔 的 顺序 放 成 一 列 . 
然后 将 试 蚂 组 的 管 按 相应 位 置 放 在 笔 二 列 。 用 塞 子 塞 住 答 以 
备 使 用 。 


了 马 耸 著 园 柱 体 水 蕉 的 测定 (下 述 的 处 理 过 又 稿 不 同 于 
标准 技术 ， 因 此 随时 间 变 化 水 条 的 测定 是 可 以 的 ) 

用 打 孔 器 (内径 4 毫 米 ) 从 新 鲜 去 皮 的 马 铃 昔 医 苍 上 打 
一 圆柱 体 ， 切 成 2 厘米 长 ， 切 后 立即 将 圆柱 体 转 人 后 排 试 验 
组 的 第 一 个 产 糖 溶液 中 。 昭 样 处 理 试验 组 所 剩 下 的 7 个 管 。 
试验 溶 液 要 德 设 植物 材料 . 

当 试 验 组 的 每 个 管内 都 含有 一 个 组 织 圆柱 体 时 ， 各 曾 一 
镁 亚 甲 基 蓝 溶 该 (0.2% 重量 /容量 在 水 中 ) 并 振 荔 . 

30 分 钟 后 用 毛细 移 管 从 试验 组 的 第 一 企管 到 出 少量 
试验 咨 液 。 然 后 ， 将 移 滚 管 保持 在 最 初 含 有 同 枯 芳 糖 荫 度 的 
对 照 组 入 表 面 下 大 约 1 时 的 位 置 ， 组 偿 地 放 唱 工 冯 蓝 色 的 
试验 深 牙 ， 在 无 色 透 明 的 背景 上 观察 让 滴 是 上 升 还 是 下 降 或 
仅仅 症 外 扩散。 如 时 流 冯 上 升 ， 则 试验 溶 耻 的 密度 就 比 它 原 
来 的 值 低 。 相 反 ， 如 果 密 度 塔 加 了 ， 则 试验 溶 让 的 让 滴 将 下 
降 。 如 试验 谥 该 的 密度 等 于 或 接近 对 肾 溶 液 ， 则 流 镁 不 会 明 
显 地 上 升 或 下 降 ， 将 要 向 外 扩散 。 因 为 疫 有 用 绍 分 的 该 度 ， 
确实 的 “零点 "必须 有 所 社 充 。 

所 有 试验 溶液 都 护 以 上 基本 步 曼 处理 ， 并 在 以 后 的 两 小 
时 内 间隔 30 分 钟 重复 一 次 。 在 测定 期 间 ， 使 移 攻 管 用 于 各 
自 的 试验 溶液 ， 避 免 较 大 量 的 对 坚 该 和 试验 溶液 之 间 的 相互 
转移 。 同样 ,在 取 试 验 芒 滴 前 , 移 滚 管 用 试验 溶液 冲洗 几 次 . 
在 表 23-1 中 记录 结果 。 


朗 33-1 马 舌 著 许 入 鲁 织 水 势 测定 村 村 


革 旺 警 | 苹 莹 入 流 | 土 适 从 太 妆 问 ( 分 ) 变 化 该 浓 称 动 方 由 " ， 
(篇 号 ) 发 吉 分 子 沪 关 站 20"C 时 的 大 气压 中 15，39_， 乒 75 90_105 


tj 叶 


- 了 一 二- 上 
e-29 | 本 
中 


a_ 瑟 一 全- 了 

和 0_30 一 8-1 

5 o.35 | -9.6 

6 6 二 | -一 3 

7 0.55 |. 一 12.7 

0.59 | ”一 3 

中 
~” 兰 出 志 对 王 组 中 试 骆 统 清 的 福 对 荐 动用- 疝 上 疝 下 或 零 直 - .如果 没 


育 蔓 量 的 零点 。 观 奉 委 刷 守 充 管 - 


千 景 和 结论 


说 勇 记录 在 表 23-1 中 的 结果 ， 提 出 所 试 组 旬 近 似 的 水 
券 什 。 委 记 住 ， 组 锡 的 永 装 等 于 组 织 没有 水 分 进入 或 疝 牙 移 
动 时 蔗 革 溶 液 的 活 运 压 。 

在 总 结 中 注意 说 明 当 放 进 对 紧 溶 液 时 液 满 王 天 或 下 降 的 
原因 。 在 什么 条 件 下 各 试验 溶液 的 密度 墙 加 、 了 减少 或 不 变 ? 
量 织 水 旁 值 怎样 影响 周围 深 液 密度 的 变化 ? 

虽 拓 组织 水 势 的 值 在 溉 泡 短 时 间 后 可 以 测定 ， 在 理论 上 
较 长 时 间 后 也 是 同 娠 的 。 但 是 在 实际 上 这 个 值 是 随时 间 面 组 
径 的 变化 着 。 你 怎样 从 理论 上 来 说 明 这 种 含 差 ? 

各 时 实验 22 还 没有 全 过 。 指 出 永 势 与 涛 透 压 及 细胞 的 
亚 压 与 试管 中 各 种 于 溶 液 的 关系 。 这 三 种 活 透 量 中 的 哪 一 各 
在 请 节 千 物 中 水 的 移动 是 景 重要 的 ? 为 什么 ? 束 处 ， 在 限定 
的 渗 运 系统 中 水 的 移动 如 何 依据 自由 衣 的 入 念 未 解 大 这 些 源 
适量 . 


ee 
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实验 24 水 的 内 聚 力 与 蒸腾 的 提升 力 


目的 


研究 用 以 解释 水 在 植物 体内 因 燕 腾 和 内 聚 作用 而 运动 


材料 


多 孔 陶 瓷 杯 (参阅 书后 附录 )， 

玻璃 管 (J 形 ， 长 100 厘米 ,孔径 工 毫 米 ， 见 图 24-17; 
单 孔 橡皮 塞 ， 塞 于 陶瓷 杯 ， 内 插 J 形 管 ; 
玻璃 管 ( 侧 臂 用 ); 

广 口 冰 ( 见 图 24-1)7; 

二 孔 橡 皮 塞 ; 

示 (清洁 的 ); 

烧杯 (1 升 ); 

环形 支架 ; 

电炉 ; 

明胶 液 (20% 重量 /容量 ),。 


步 邓 

A. 仪器 安 疏 

仪器 在 安装 前 ， 所 有 部 分 都 先 用 沸 洗 液 充 分 洗 过 后 ， 再 
用 蒸馏 水 冲洗 干净 备用 . 
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安装 仪器 时 ， 和 孔径 为 1 毫米 的 玻璃 管 的 直立 部 分 的 长 度 
为 100 厘米 以 上 ， 它 的 下 闪 浸 入 未 液 中 1 厘米 。 贮存 器 里 的 


未 需 绝 对 清洁 无 侍 或 其 它 污 物 . 


实验 的 成 功 依赖 于 陶 盗 杯 
无 裂缝 或 其 它 缺 陷 ， 圆 杯 的 孔 
隙 要 尽量 小 。 但 是 即使 是 不 完 
善 的 陶 姿 蒸发 表面 ， 用 下 面 介 
绍 的 方法 也 可 得 到 满意 的 结 
果 . 

在 仪器 安装 完毕 后 ， 装 满 
新 考 过 的 蒸馏 水 ， 将 多 孔 圆 杯 
浸 在 烧杯 的 蒸馏 水 中 。 要 保证 
系统 中 没有 气泡 ， 加 热 烧杯 中 
的 水 接近 沸腾 ， 保 持 这 种 温度 
三 小 时 。 使 热 水 经 虹吸 并 由 侧 
管 流出 。 然 后 移 去 热源 ， 将 仪 
器 冷却 至 室温 。 在 变 冷 的 过 程 
中 ， 水 将 通过 仪器 继续 缓慢 虹 
吸 . 


B. 蒸腾 的 提升 力 和 水 的 内 聚 力 


24-1 ”表明 水 的 内 聚 力 
与 蒸腾 的 提升 力 的 装置 


装置 冷却 后 ， 移 开 浸 着 圆 杯 的 有 水 烧杯 。 如 果 对 陶瓷 杯 
的 完整 有 任何 怀疑 ， 当 移 去 有 水 的 烧杯 后 , 可 用 20% 明胶 滚 


说 洪 圆 杯 表 面 。 用 这 个 明胶 作成 的 蒸发 表面 代替 有 孔隙 的 陶 


旋 


可 以 看 到 水 在 垂直 玻璃 管 中 上 升 ， 冬 柱 也 随 之 升 高 。 用 


电 风 局 慢 慢 吹 陶瓷 圆 杯 表 面 ， 则 可 加 快 液 体 升 高 的 速率 . 
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结果 和 结论 


在 回答 下 列 问题 的 基础 上 解释 你 看 到 的 现象 ; 

1. 准确 地 解释 为 什么 水 和 汞 上 升 ， 什 么 因素 决定 上 升 
的 速率 . 

2. 你 如 何 解释 东升 高 ， 能 否 以 大 气压 力 解 释 ? 

3. 从 本 试验 怎样 阐明 水 分 内 聚 力 的 存 在 ， 并 且 为 什么 
玻璃 管 柱 内 水 分 张力 形成 时 没有 发 生 系 与 水 的 分 离 ? 

4. 怎样 将 本 试验 的 原理 说 明 植 物 蕉 中 水 分 的 升 高 的 理 
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实验 25 蒸腾 作用 的 牵 5| 力 和 根 压 


目的 


用 有 叶子 的 枝条 证 明 蒸 腾 作 用 的 牵引 力 及 测定 根 压 的 大 
小 和 变化 . 


材料 
盆栽 的 倒挂 金 钟 ( 和 天竺葵、 烟草 或 其 它 合 适 的 植物 ); 
橡皮 管 ( 长 约 4 厘 米 ); 
毛细 管 (长 3 只 ,内 径 1 一 2 棺 米 )3 
线 ; 
蜡 ; 
的 有 洒 攻 大 于 作 
二 和 孔 橡皮 塞 ; 
丁 形 管 (长 臂 长 80 厘米 以 上 ,内 径 2 一 3 著 米 ); 
铬 酸 洗 液 ; 
装 有 未 的 小 烧杯 ; 
刀片 。 


步骤 

将 已 嵌 足 水 的 盆栽 倒挂 金 钟 从 距 土 表 约 6 时 处 切断 。 切 
时 ， 保 持 蔡 的 切面 于 水 下 .如 果 不 能 很 快 地 把 枝条 切断 的 末 
端 放 到 水 里 ， 则 在 水 下 再 把 葵 切 去 2 厘米 .。 直到 你 准备 好 进 
行 B 实 验 之 前 ， 都 要 使 枝条 上 面 的 切口 部 分 保持 在 水 内 . 
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A. 根 压 ( 见 图 25-1B) 


将 一 段 湿 润 的 橡皮 管 转 动 套 至 仍 在 盆 内 的 植物 断 株 上 ， 
在 切口 表面 以 上 ， 橡 皮 管 约 留 2 厘米 。 把 毛细 管 《3 只 长 ,内 
径 1 一 2 诸 米 ) 的 一 端 插 入 橡皮 管 直至 与 断 株 相 接 ， 用 铁 环 架 
和 夹子 将 它 固定 。 

用 结实 的 线 把 断 株 和 管子 捆 在 一 起 ， 这 种 联接 使 在 大 的 
压力 下 不 漏 液 体 。 不 要 伤 了 蔡 皮 。 用 一 滴 蜡 封 住 毛细 管 开 口 
的 末端 并 测量 断 株 上 面 毛细 管 里 空气 的 体积 。 

随 着 液体 压 和 毛细管， 空气 体积 将 缩小 而 气压 则 成 比例 
的 增加 .。 因 之 ,通过 不 同时 间 测 量 封 财 在 管内 气体 的 体积 ,就 


封 蜡 


玻璃 答 


橡皮 管 
断 株 


A. 蒸腾 作用 牵引 力 B. 根 压 
25-1 说 明 蒸 腾 作 用 牵引 力 及 根 压 的 装置 
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能 测 出 根 压 的 大 小 和 变化 .获得 空气 体积 的 读数 ， 币 党 要 超 
过 两 天 .算出 根 压 . 
读数 和 计算 ， 


也. 蒜 腾 作用 的 过 引 力 ( 见 图 25-1A) 


在 水 里 从 植物 葵 基 部 剥 去 树 皮 并 将 木质 部 迄 速 地 插入 二 
孔 橡 皮 塞 。 在 盖 上 瓶 塞 时 ， 使 蕉 几 乎 达到 盛 有 冷 开 水 的 小 广 
口 瓶 的 底部 . 

准备 一 根 内 径 2 一 3 守 米 ， 长 臂 长 80 厘米 以 上 的 丁 形 玻 
璃 管 , 用 铬 酸 洗 液 (小 心 !) 清洗 , 洗 净 后 再 灌 满 花 馅 水 并 将 它 
的 短 臂 插 进 橡皮 塞 的 第 二 个 孔 , 一 直到 接近 瓶子 的 底部 . 

把 本 形 管 长 臂 未 端 浸 于 未 内 。 从 这 个 系统 中 排除 所 有 的 
气泡 及 漏洞 ,必要 时 , 在 葵 .毛细 管 及 塞 子 周围 除 上 蜡 。 经 稍 
观察 和 记录 未 柱 的 最 大 高 度 。 

观察 


结果 和 结论 


对 于 根 压 实验 , 用 纵 坐 标 表示 根 压 (以 大 气压 为 单位 ), 对 
着 横 坐 标 表示 时 间 ( 以 小 时 为 单位 ), 划 图 来 说 明 结果 . 

根据 你 对 根 压 的 观察 和 结论 回答 下 面 的 问题 ， 

1. 根 压 是 依赖 于 根 内 的 生活 细胞 吗 ? 

2. 能 期 望 从 迅速 燕 腾 的 树 表现 出 根 压 么 ? 
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3. 普 里 斯 特 利 (Briestley) 的 根 压 理论 是 什么 ? 

4. 根 压 如 何 影响 裕 闹 ? 

5. 在 水 生 植 物 的 运输 中 , 根 压 是 主要 的 力量 还 是 共 腾 作 
用 是 主要 的 力量 ? 

提出 你 关于 证 明 蒸 腾 牵 引力 的 结果 并 以 归 为 单位 计算 出 
地 上 部 能 使 水 上 升 的 高 度 . 为 什么 冬 柱 不 能 升 得 较 高 ? 在 什 
么 条 件 下 ， 大 气压 力 使 汞 柱 上 升 多 高 ? 水 呢 ? 实验 里 哪些 条 
件 是 在 植物 中 不 能 达到 的 ? 
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实验 26 气孔 


目的 


说 明 用 于 获得 叶片 的 远 轴 和 近 轴 的 表面 印痕 的 硅 酮 橡皮 
技术 ;研究 气孔 的 分 布 ,保卫 细胞 的 形状 和 气孔 开关 的 机 制 。 
材料 

完整 的 药 豆 (Phpaseolrs v1Sarzs 工 .)、 玉 米 (Qea 7maVs 工 .) 
或 其 他 典型 的 双子 呈 与 单子 叶 植物 ; 

紫 鸭 路 草 (Zracdesca7ztza ); 

盆栽 的 草本 植物 ( 老 散 草 、 回 日 区、 获 草 ,菜豆 等 ); 

硅 酮 橡皮 化 合 物 (该 状 硅 酮 橡胶 ); 

催化 剂 CNuodex 或 Nuocure 28); 

指甲 油 ( 纯 的 或 一 般 的 ); 

芒 糖 溶液 (1 M, 在 滴 瓶 中 ); 


凶 子 ; 
显微镜 载 片 和 盖 片 ; 
显微镜 ; 
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步骤 


A. 硅 酮 橡皮 和 指甲 油 在 叶 表 面 的 印痕 


图 26-1 描述 了 制作 叶 表 面 印 痕 的 过 程 。 如 图 所 示 , 把 大 
约 半 调 次 硅 酮 橡皮 物 放 和 人 培养 四 内 ,并 与 大 约 6 滴 催化 剂 
(Nuodex) 混 合 均 匀 。 催 化 剂 的 数量 需 视 硅 酮 橡皮 硬化 所 需 时 
间 而 定 . 

立刻 将 少量 混合 物 在 要 观察 ( 见 B 部 分 ) 的 呈 表 面部 分 
涂 一 薄 层 ,使 制备 物 在 叶 上 硬化 ( 约 30 一 45 分 钟 )。 在 薄 层 硬 
化 后 用 解剖 针 和 锰 子 把 它 轻 轻 地 从 叶 表 面 剥 下 来 ， 这 样 产生 
的 模子 是 最 初 的 印痕 ,可 储存 在 纸袋 内 ,并 正确 地 标明 属 名 、 
种 名 和 叶子 的 表面 (上 或 下 ) . 

在 获得 这 个 最 初 的 印 模 后 ， 在 其 上 面 涂 一 薄 层 纯 的 或 一 
般 的 指甲 油 , 硬 化 后 ,用 解剖 针 和 狂 子 从 初次 印 模 上 和 剥 下 第 二 
次 印 模 . 

把 第 二 次 印 模 的 粗糙 面向 上 放 在 显微镜 载 玻 片 上 ， 加 一 
两 滴水 ， 放 上 盖 玻 片 , 以 显微镜 观察 之 。 为 了 更 好 地 观察, 要 
调整 反光 镜 和 聚 光 镜 ,以 便 使 检 镜 板 和 背景 有 反差 . 


B. 保卫 细胞 的 形状 与 远 轴 和 近 轴 叶 表 面 气孔 的 相对 分 
布 


制备 温室 培养 的 菜豆 和 玉米 上 、 下 叶 表 面 的 初次 和 二 次 
印痕 ;如 果 不 能 用 这 些 植物 ,任何 一 种 具有 菜豆 形 保卫 细胞 
的 典型 双子 叶 植物 和 具有 “ 哑铃“ 形 保卫 细胞 的 典型 单子 叶 植 
物 都 可 用 .但 必须 强调 指出 这 种 硅 酮 橡皮 方法 最 适用 于 从 光 
滑 叶 子 获取 印 凑 . 

人 研 究 二 次 印痕 ， 说 明 两 种 不 同形 状 的 保卫 细胞 和 画 出 你 
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5. 从 橡皮 模子 上 取 下 指甲 油膜 ， 
这 膜 是 叶 表面 的 复制 品 


6. 制备 湿 膜 
26-1 时 印痕 的 制备 
的 观察 物 的 草图 .此 外 ,测定 上 ,下 表面 气孔 的 相对 数目 . 
如 果 时 间 人 允许 ,教师 同意 时 , 制 做 5 一 10 片 温 室 生 长 植物 
的 叶 下 表皮 印痕 ,在 高 倍 显微镜 下 计算 面积 , 求 出 每 平方 厘米 
叶 表 面 气 孔 平 均 数 ， 


se。 129 。 


观察 与 计算 ; 


G. 气孔 的 开关 


剥 下 已 在 强 光 下 保持 一 段 时 间 的 紫 鸭 路 草 的 一 小 族 下 表 
皮 . 

把 这 片 表皮 放 于 载 片 的 水 中 ， 在 高 倍 物镜 下 尽 可 能 地 选 
择 开 得 最 大 的 气孔 。 观察 含有 质 体 的 表皮 细胞 . 测量 气孔 的 
宽度 . 在 盖 片 一 问 用 站 纸 吸水 ,而 从 妃 一 奖 滴 一 滴 工 M 上 蔗糖 
溶液 ,以 便 用 上 蔗糖 溶液 取代 水 。 观察 气孔 儿 分 钟 . 

在 气孔 关闭 后 ,用 水 取代 蔗糖 溶液 。 可 能 需要 冲洗 几 次 ， 
摆 正 显微镜 恰 使 载 片 透 过 强 光 ,不 时 地 观 窒 ,测定 气孔 重新 开 
放 所 需 的 时 间 . 

观 祭 ， 


D. 测定 气孔 是 否 张 开 的 茶 渗 入 法 


选 一 盆栽 和 灌 足 水 的 草本 植物 ( 老 末 草 、 薪 豆 、 问 日 获 、 获 
草 等 )， 照 射 强 光 一 小 时 以 上 . 将 这 植物 放 在 强 光 源 前 ， 用 毛 
刷 钻 少量 葵 涂 于 一 片 呈 的 下 表皮 上 . 

注意 叶片 上 涂 过 葵 的 面积 呈 半 透明 状 . 

把 植物 在 黑暗 中 放 一 小 时 以 上 ,并 重复 葵 活 透 试验 .记录 
你 的 观察 . 

观察 ; 
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结果 和 结论 


提出 你 对 各 部 分 实验 的 结果 和 解释 . 

_ 根据 对 下 列 问题 的 回答 做 出 结论 性 的 报告 : 

1. 在 用 硅 酮 橡皮 印痕 技术 研究 气孔 分 布 , 大 小 和 形状 时 
优点 及 缺点 是 什么 ? 

2. 虽然 这 个 试验 中 未 表明 ,但 玉米 所 特有 的 “哑铃 形 " 保 
卫 细 胞 的 运动 和 “菜豆 ” 形 保卫 细胞 在 气孔 开 闭 上 有 什么 不 
同 ? 这 个 “菜豆 ” 形 的 保卫 细胞 具有 比较 厚 的 内 壁 而 前 者 疫 
有 . 

3. 在 双子 叶 植 物 中 哪 一 面 叶片 表面 有 较 多 的 气孔 ?在 单 
子叶 植物 呢 ? 

4. 是 否 多 而 小 的 孔 比 少 而 明显 大 的 孔 形 失 更 多 水 分 ?请 
解释 . 

5. 什么 引起 保卫 细胞 涂 透 势 的 变化 ? 保卫 细胞 的 水 势 
的 变化 如 何 调 节气 孔 的 开 闭 ? 

6. 什么 样 的 环境 条 件 影响 气孔 的 开 闭 ? 

7. 为 什么 葵 能 通过 张 开 的 气孔 进入 叶子 而 在 同 样 条 件 
下 水 却 不 能 ? 

8. 葵 活 和 人 法 是 否 适 用 于 测定 气孔 的 开 闭 ? 
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实验 27 “用 贫 栽 植物 的 失重 
测定 蒸腾 球 度 


目的 


利用 在 不 同 环境 条 件 下 , 盆栽 植物 的 重量 变化 ,测量 蒸腾 
速度 . 


材料 


6 盆 盆 栽植 物 (菜豆 、 获 草 、 番 茄 或 癌 日 著 ); 
油 布 ( 也 可 用 铝箔 ); 

线 或 橡皮 绳 ; 

石蜡 ; 

暗箱 或 橱柜 ; 

面积 计 ( 不 是 必需 的 ) . 


步骤 


给 栽培 在 4 时 盆 中 的 6 盆 植 物 过 量 地 洽 水 ， 把 盆 停 放 着 
直到 过 量 水 排出 ， 然 后 把 每 盆 用 大 块 油 布 ( 也 可 用 铝 稍 ) 完 全 
包 好 ,还 用 一 小 块 棉花 包 住 蕉 的 基部 , 册 把 按 植 物 共 大 小 留 小 
孔 、 剪 开 又 能 儒 起 的 两 块 油 布 盖 好 土壤 表面 ,把 盖 土 壤 表 面 的 
油 布 整理 好 不 使 边 颖 露出 来 ,用 线 或 橡皮 绳 仔细 捆绑 好 ,用 石 
蜡 把 棉花 和 油 布 上 的 所 有 开口 都 密封 上 . 

立即 记录 各 盆 植 物 的 重量 ， 再 把 它 放 到 要 求 的 环境 条 件 
中 .建议 把 植物 放 在 以 下 的 处 理 中 ， 
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尼 。 
3. 和 柔和 光 ; 
4. 在 开动 的 风扇 前 面 的 柔和 光 ; 
5. 在 开动 的 风 局 前 面 的 强 光 ; 

6. 温室 的 光线 ,湿度 和 温度 条 件 . 

不 管 什么 环境 条 件 ， 在 8 小 时 或 更 长 时 间 内 ， 每 隔 1 或 
2 小 时 给 每 盆 植 物 称 重 。 记录 重量 ， 通 过 最 初 和 后 来 的 重 量 
之 差 计算 水 分 丧失 的 数量 . 

观察 ， 


温室 中 (6 个 处 理 ) 的 植物 可 研究 几 天 ， 白 天 相隔 2 小 时 
测定 一 次 重量 .每 天 第 一 次 测定 应 在 早晨 尽 可 能 时 的 时 候 ， 
而 末次 读数 应 在 晚上 . 而且 ， 如 有 果 可 以 用 适当 的 记录 仪 避 的 
话 ， 可 以 看 出 植物 蒸腾 作用 的 每 天 周期 性 和 环境 条 件 变 化 相 

在 实验 末尾 从 植物 上 除去 全 部 的 叶子 并 把 这 些 叶 子 在 纸 
上 描 出 来 ,用 面积 计 从 这 些 图 测 出 植物 的 叶 总 面积 ,并 换算 成 
平方 分 米 .计算 每 两 小 时 每 平方 分 米 叶 面 上 水 分 减少 的 数量 . 

计算 ; 


结果 和 结论 
以 每 平方 分 米 叶 面 上 开 失 的 水 分 为 纵 坐 标 ， 以 时 间 为 横 
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坐标 绘图 来 表明 试验 结果 . 
在 结论 中 ， 要 说 明 影 响 蒸腾 速度 的 主要 环境 因子 有 关 的 


” 绪 采 和 气孔 的 扩散 能 力 所 起 的 作用 。 你 是 否认 为 在 田地 里 生 


长 的 植物 也 会 表现 出 和 盆 栽 植物 一 样 类 型 的 蒸腾 周期 性 ? 在 
使 用 本 试验 中 赂 述 的 这 个 方法 来 测定 过 长 时 间 的 燕 腾 速 度 时 
可 能 会 有 些 什么 缺点 ? 


参考 文献 
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Meyer，B. 3$.，D. B. Anderson，and 及 . . Bhning. 1960。 JIntro- 
duction to Plant Physiology. D. Van Nostrand Co.，Inc.， Princeton， 
Nevw Jersey. pp. 89-97 . 
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实验 28 用 和 氯 化 钴 纸 测定 蒸腾 速度 


目的 


叙述 用 于 测定 不 同 植物 上 下 叶 表 面 丧失 水 分 的 氯 化 锁 纸 
的 制备 、 标 准 化 和 利用 ;测定 光 对 叶子 丧失 水 分 的 影响 . 


材料 


10 株 植物 (生长 在 温室 的 不 同 种 植物 ); 

4 株 菜豆 (实验 前 各 两 株 分 别 保持 在 光 下 和 暗中 数 小 时 7 

200 毫升 所 化 销 溶 液 (3% ,重量 /容量 ;5.5 死 GoGlz.6H2zO 
十 94.5 训 升 水 ) , 滴 和 几 滴 HGI 使 其 呈 微 酸性 ; 

HGI( 谊 ) 放 在 滴 产 中 

塑料 盘 ( 装 满 水 , 盖 上 金属 丝 网 ) 

塑料 盘 (浸泡 滤纸 条 用 7 

5 个 站 纸 条 (1 厘米 宽 ,20 厘米 长 ) 

4 个 尖 纸 条 (1 厘米 宽 ,5 厘米 长 ) 

橡皮 板 ; 

10 张 吸 墨 纸 ; 

糙 箱 (40 一 50"C); 

干燥 器 (底部 有 一 盘 无 水 氯 化 钙 ); 

杀 子 ; 

剪刀 ; 

10 个 培养 严 ; 

盖 片 ; 
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纸 严 。 
步骤 


A. 和 氧化 希 纸 的 制备 (实验 前 制备 纸 ) 


制备 3% 的 氛 化 铺 溶 液 (5.5 殉 GoGl:…6 了 ?DO+94.5 诸 升 
水 ) 滴 儿 滴 HG 调 成 弱酸 性 。 然后 把 滤纸 条 (1 厘米 宽 ，20 厘 
米 长 ) 放 在 氛 化 针 溶 液 中 浸透 ,以 同样 方法 处 理 儿 个 较 短 的 让 
纸 条 (1 厘米 宽 ,4 厘米 长 )。 

把 浸透 的 纸 条 细心 地 在 橡皮 板 上 滚 转 除去 多 余 的 溶液 . 
绸 夹 在 吸 墨 纸 中 , 放 在 40 一 50”C 的 烘箱 内 使 其 部 分 干燥 , 当 
纸 边 开 始 变 蓝 时 ,从 此 箱 内 取出 ,用 电 烙 铁 完全 和 弄 干 它 . 由 蓝 
色 均 匀 程 度 判断 ,凡是 浸泡 不 均匀 的 纸 条 都 不 要 . 

把 留用 的 纸 条 , 放 在 有 和 氰 化 钙 的 干燥 器 内 24 小 时 或 者 等 
到 它们 标准 化 . 


B. 氛 化 钴 纸 的 标准 化 


将 短 条 和 氯 化 钴 纸 (4 厘米 长 ,1 厘米 宽 ) , 放 在 金属 网 上 ,人 金 
属 网 放 在 盛 好 水 的 塑料 盘 顶 上 . 盘 中 的 水 平面 要 距 金 属 网 下 
面 几 个 毫米 。 要 有 充足 的 时 间 使 纸 从 蓝 色 变 成 粉红 色 或 白 
色 ， 把 这 纸 条 留 在 金属 网 上 并 作为 和 其 他 纸 条 比较 的 颜色 标 
准 . 

用 狠 子 迅速 地 从 干燥 展 中 取出 一 张 氛 化 钴 纸 ， 放 在 金属 
网 上 标准 色 纸 旁边 ， 注 意 这 纸 条 变 为 和 标准 色 一 样 的 粉红 色 
所 需要 的 时 间 。 把 这 纸 条 放 回 干燥 器 ， 当 它 恢 复 为 原来 的 蓝 
色 时 ， 再 重复 标准 化 过 程 ， 每 张 氯 化 钴 纸 都 必须 做 几 次 标准 
化 . 记录 每 次 颜色 变化 所 需 的 时 间 ， 计 算 每 张 纸 条 平均 标准 
化 时 间 . 


颜色 变化 ( 秒 ) 和 平均 标准 化 时 间 ， 


在 每 张 所 化 钴 纸 最 后 一 次 标准 化 后 ,把 它 剪 成 20 个 小 方 
块 (每 个 方块 1 厘米 xl 厘米)， 把 这 20 个 方块 放 和 人 写 好 平均 
标准 化 时 间 的 一 个 培养 下 中 ， 把 这 个 培养 亚 放 到 干燥 规 中 储 
存 起 来 以 备 应 用 。 


G. 上 、 下 表皮 的 相对 蒸腾 速度 


用 狠 子 把 几 张 标准 化 了 的 毛 化 钴 纸 方块 从 王 燥 器 中 迅速 
取出 ,并 使 其 紧 贴 在 几 种 不 同 植物 叶片 的 两 个 表面 上 ,将 盖 片 
放 在 每 个 方块 上 并 用 纸 夹 固定 ， 

和 标准 化 时 一 样 记录 钴 纸 从 蓝 变 成 粉红 色 所 需 的 时 间 . 
用 不 同 的 所 化 钴 纸 块 重复 几 次 实验 ， 记 录 每 张 纸 变色 所 需 时 
间 并 求 平均 值 。 如 果 20 分 钟 内 还 未 发 生 完全 的 颜色 变化 , 则 
燕 腾 速度 记 为 “可 忽略 ?， 

观察 


D. 照 光 和 黑暗 对 植物 尹 失 水 分 的 影响 


在 实验 前 把 几 盆 很 好 灌溉 的 菜豆 (或 其 他 植物 ) 放 在 黑暗 
中 过 夜 或 过 几 小 时 ， 同 样 也 把 另外 的 很 好 灌溉 的 革 豆 放 在 光 
下 

按照 前 面 叙 述 的 (C 项 ) 所 化 钴 纸 法 测定 在 光 下 的 植物 的 
水 分 形 失 的 相对 速度 。 最少 做 10 次 上 下 叶 表 面 的 测定 ,并 分 
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别 记录 氧化 钴 纸 变色 时 间 及 其 平均 值 
完成 植物 在 光 下 的 测定 后 ， 把 保留 在 黑暗 中 的 植物 移 到 
实验 室 柔 和 光线 下 ， 按 照 和 光 下 一 样 的 操作 手续 测定 水 分 天 
失 的 相对 速度 ,记录 你 的 结果 和 平均 时 间 ， 
观察 


结果 和 结论 


为 得 到 所 研究 植物 的 相对 蒸腾 速度 有 用 的 数值 ， 按 下 法 
计算 蒸腾 指数 (ITI)， 


调 二 _ 毛 化 钼 纸 标准 化 时 间 ( 平 均 时 间 以 秒 计 ) 
在 叶 上 和 氧化 钴 纸 变 色 时 间 ( 平 均 时 间 以 秒 计 ) 


从 不 同 研究 植物 计算 得 到 的 数值 ， 可 以 考虑 做 为 相对 六 
腾 速 度 。 你 计算 得 到 的 商 值 越 高 , 则 蒸腾 速度 就 越 大 . 

将 所 得 结果 列 在 一 个 合适 的 表 里 表 明 你 的 观察 和 每 部 分 
试验 的 计算 值 . 

在 结论 中 解释 关于 叶子 上 、 下 表皮 水 分 丧失 相对 速度 的 

结果 和 光 与 暗 对 于 相对 攻 腾 速度 的 影响 。 在 你 的 结论 中 考虑 

.年 否 有 些 植物 表现 出 上 表皮 比 下 表皮 的 蒸腾 速度 低 ? 
天 

2. 能 用 氧化 钴 纸 法 测定 绝对 燕 腾 速 度 吗 ? 解释 之 . 

3. 光 和 了 瞳 对 叶 趟 失 水 分 速度 的 影响 是 什么 ? 

4 在 用 氧化 钴 纸 法 测定 叶 表 面 的 精确 的 蒸腾 速度 时 革 
些 加 有 的 陷阱 ?是 什么 ? 
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实验 29， 研 究 蒸腾 作用 的 藻 腾 计 法 


目的 


通过 蒸腾 计 法 测量 , 研究 各 种 环境 因素 对 蒸腾 作用 的 影 
响 . 


材料 


草本 植物 ( 老 蓝 草 、 向 日 葵 、 菜 豆 、 番 茄 、 或 倒挂 爹 钟 ); 
广 口 瓶 及 塞 子 ; 

打 孔 老 一 套 ; 

水 1000 毫升 (煮沸 后 冷 至 室温 ); 

奈 形 盘 ; 

毛细 管 ; 

明亮 的 光源 ; 

风 局 . 


步骤 


A. 蒸腾 计 的 仪器 


如 图 29-1 所 示 , 按 下 面 步 又 准备 蒸腾 计 ， 

1 选 一 个 合适 但 稍 紧 一 点 的 广 口 瓶 塞 ,在 塞 子 上 打 一 个 
小 洞 (给 打 马 一 个 直径 相当 于 植物 葵 粗 细 的 洞 , 留 下 足够 的 地 
方 ) 使 足以 插入 避 形 毛细 管 的 末端 . 

2 从 塞 子 下 边 用 打 和 孔 器 打 第 二 个 洞 , 洞 的 直径 使 正好 与 


* 1T41。 


老 划 章 或 其 他 合适 植物 的 茎 的 大 小 一 致 。 洞 打 好 后 , 不 必 移 
去 打 和 孔 项 . 

3. 在 水 里 切断 老 鹊 草 ( 用 碟 形 盘 或 水 槽 ) ,将 带 有 茎 叶 部 
分 的 切 日 一 端 插入 从 塞 子 上 突出 来 的 打 孔 器 内 (也 在 水 里 ). 
后 面 有 关 茎 的 切断 的 末端 、 塞 子 和 瓶子 的 操作 均 在 水 下 元 

4. 随同 拔 出 打 孔 器 ,通过 塞 子 抽出 葵 ,并 立即 将 这 赛 子 
差 到 装 满 冷 开 水 的 小 广 口 瓶 上 , 蔡 伸 进 瓶 内 约 1 一 2 时 .。 瓶 塞 
不 必 盖 得 太 厌 . 

5。 当 葵 的 切断 的 未 端 在 瓶 内 的 水 里 时 ,就 可 从 水 槽 里 移 
出 全 部 装置 ,并 把 总 形 毛细 管 的 一 端 插 到 瓶 塞 上 剩 下 的 所 里 ， 


图 29- 革 蒸腾 计 装 置 
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毛细 管 伸 进 瓶 内 约 工时 . 

6. 毛细 管 也 要 用 水 灌 满 。 把 毛细 管 打 开 的 一 妆 放 和 人 预 
先 装 有 冷 开水 的 烧杯 或 烧瓶 中 ,以 后 盖 紧 瓶 塞 , 这 将 使 有 足够 
量 的 水 从 灌 满 了 的 瓶 内 流入 管 中 并 排出 了 这 个 系统 里 的 空 
气 . 把 毛细 管 打开 的 一 端 保持 在 有 水 的 烧杯 内 ,这 样 ,这 个 系 
统 就 没有 漏洞 .必要 的 话 , 可 用 蜡 封 团 瓶 塞 上 的 任何 开口 . 


B. 蒸腾 计 的 操作 


整个 系统 完全 灌 满 水 后 ， 沿 毛细 管 水 平 部 分 选 一 段 合适 
的 距离 ,用 蜡笔 标 出 始点 和 终点 . 

将 毛细 管 打开 的 一 端 离开 烧杯 水 面 片刻 , 为 管内 引入 一 
个 小 气泡 ,气泡 一 经 引入 , 即 把 管 的 末端 放 回 水 内 . 这 个 引进 
的 气泡 ,就 作为 燕 腾 速 率 的 标记 , 以 表明 在 一 定时 间 内 ,气泡 
通过 毛细 管 水 平 部 分 规定 距离 内 的 速度 . 


G. 各 种 环境 因素 对 蒸腾 作用 的 影响 


在 实验 室 和 温室 内 选择 不 同 的 位 置 , 通 过 温度 、 湿度 、 光 
强风 及 气泡 移动 速率 的 记录 测量 ,研究 各 种 环境 因素 对 蒸腾 
作用 的 影 啊 . 


观察 ; 
结果 和 结论 

对 用 竣 腾 计 方法 测定 各 种 因素 对 蒸腾 作用 速率 的 影响 的 
结果 提出 合适 的 说 明和 正确 的 结论 . 


你 的 结论 必须 建立 在 回答 下 面 问题 的 基础 上 ; 
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1. 燕 腾 计 方法 是 确切 地 测量 蒸腾 作用 的 吗 ? 为 什么 认 
为 它 不 是 一 个 精确 的 方法 ? 根据 马克 西 莫 夫 (Maximov) 蒸 腾 
计 方 法 ,可 能 有 大 到 50% 的 误差 . 解释 之 . 

2. 为 什么 在 蒸腾 计 中 用 无 空气 的 水 ? 

3. 那些 条 件 妨 碍 蒸腾 作用 ? 

4. 虽然 在 阴 蔽 情况 下 气孔 没有 关闭 ,但 是 为 什么 蒸腾 作 
用 的 速率 ,通常 在 阳光 下 比 阴 蔽 处 要 大 ? 
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实验 30 植物 内 水 分 上 升 途径 和 球 率 


目的 


研究 酸性 品 红 水 溶液 在 植物 内 上 升 的 速率 及 有 染料 运转 
的 各 种 组 织 . 


材料 


盆栽 的 癌 日 黄 ( 或 其 他 至 少 50 厘米 高 的 草本 植物 ); 
100 蝶 升 酸性 品 红 溶 液 (0.25% 容量 /容量 ); 
小 瓶子 ; 


步骤 


洗 去 50 厘米 高 或 更 高 的 盆栽 向 日 次 根 上 的 泥土 . 将 整 
个 根系 衣 于 水 中 , 切 掉 根 长 5 厘米 以 外 的 部 分 .。 5 分 钟 以 后 ， 
转移 这 棵 植物 使 其 根系 浸 于 0.25% 的 酸性 品 红 溶 液 中 , 并 立 
即 切 去 根 长 2 厘米 以 外 的 所 有 部 分 。 植物 仍 保留 在 酸性 品 红 
里 , 放 它 于 明亮 的 光源 前 面 . 

测定 酸性 品 红 上 升 50 厘米 距离 所 需 的 时 间 . 将 葵 充分 
延明 ,以 便 直 接 观察 酸性 品 红 在 荃 内 上 升 的 情况 . 
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让 酸性 品 红 上 升 到 叶 ， 观 察 它 向 叶 内 维 管束 的 移动 .在 
显微镜 下 检查 一 个 叶片 并 注意 酸性 品 红 已 完全 活 入 到 叶子 的 
导管 内 。 也 可 切 一 些 共 和 根 的 横 切片 和 纵 切 片 ， 画 图 并 标 出 
那些 组 织 渗 入 了 酸性 品 红 . 

观察 ; 


结果 和 结论 


在 你 的 结果 中 指出 酸性 品 红 向 葵 上 面 运 动 的 速率 ， 画 出 
你 所 观察 的 葵 的 横 切 面 和 纵 切 面 的 图 形 . 
结论 的 要 点 要 考虑 到 操作 对 葵 内 水 分 运动 速率 的 影响 。 
关于 从 根 到 时 ， 水 分 输 导 系统 连续 性 的 实验 说 明了 什么 ? 在 
具有 完整 根系 的 植物 中 ， 水 分 的 上 升 为 什么 不 能 象 实验 中 所 
指出 的 那样 快 ” 请 说 明 . 


参考 文 献 


Bonner，J. and A.W. Galston 1952。 了 Princliples of Plant Physio- 
logy。VW. 有 . Freeman and Co.，San Eranclsco. 

Crafts，A. S.， 百 . B. Currier、and C. 及 . Stocking.、 1949。VVater in 
the Physiology of Plants. Chronlica Botanlica Co.，VValtham，Massach- 
setts 

Devlin， 及 . M. 1966。 Plant Physiology. Reinhold Publ， Go.，New 
York。PpP. 87 一 108. 

Meyer，B. S.，D._B. Anderson，and 了 及. 互 . B5hning. 1960。Intro 
duction to Plant Physiology. D. Van Nostrand Co Inc.， 了 Princeton， 
Nevw Jersey.、 PPp. 130 一 150. 

Meyer，B.。S.，D. 6. Anderson，and C. A. Sanson。1955。ILabora- 
tory Plant Physiology，3rd ed. D. Van Nostrand and Co.，Inc. Prin- 
ceton，New Jersey. Pp. -52. 


Sutcliffe，J. 1968。 了 Plants and VVater。 St Martin?s Press，JNew 


York. 


*。，1T46。 


ss ae ww 


实验 31 孟 希 (Minch) 压 力 流动 模型 


目的 


研究 用 重 希 (Mimnchb) 提出 的 物理 系统 来 解释 溶质 通过 植 
物 租 管 的 单 向 流动 . 


材料 


200 毫升 含 胡 和 础 化 钾 (IFKI) 的 蔗糖 溶液 (把 40 克 芒 
糖 、10 殉 碘 和 20 殉 矶 化 钾 溶 于 水 , 定 容 到 200 毫升 ); 

200 毫升 证 粉 溶液 (5% ,重量 /容量 ); 

200 毫升 葡萄 糖 溶液 (40% ,重量 /容量 ); 

泪 萄 糖 " 试 带 ”( 或 Benedict 试剂 ); 

4 条 透析 管 (7 时 长 , 浸 在 水 里 ); 

4 个 单 孔 的 橡皮 塞 ; 

4 个 曙 旋 夹 ; 

线 强 ; 

2 支 口 形 玻璃 管 (内 径 3 一 4 毫米 , 见 图 31-1)7; 

4 只 烧杯 (600 毫升 )。 


步骤 


A. 碘 、 磺 化 钾 (I?KI) 试 剂 的 流动 


选择 一 条 预先 用 水 浸 湿 的 透析 管 ( 大 约 7 时 长 )。 拧 旋 其 
一 奖 , 并 将 其 折 回 ,用 线 绳 或 螺旋 夹 确实 扎 紧 。 用 手指 擦 开 另 
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一 端 ,把 5% (重量 /容量 ) 可 溶性 证 粉 溶液 注入 其 内 ， 使 液 面 
离 管 顶端 不 到 1 时 。 把 单 孔 橡皮 塞 较 小 的 一 头 插入 透析 宫 开 
口 的 一 端 , 将 管子 和 橡皮 塞 捆 得 紧密 无 锋 。 把 玻璃 管 ( 内 径 约 
3 一 4 毫米 ) 的 吕 形 部 分 ， 通 过 橡皮 塞 的 孔 插 入 省 粉 溶液 。 要 
使 玻璃 管 插 的 很 适合 . 

选择 另 一 条 透析 管 , 如 前 捆 桑 一端。 用 虐 糖 和 IzKI 溶 滚 
注入 管内 ， 使 液 面 离 管 顶端 不 到 1 时 。 用 前 述 同样 的 方法 塞 
住 透析 管 开口 的 一 端 ， 并 通过 橡皮 塞 的 孔 把 总 形 管 的 玫 一 端 
插入 崎 糖 -IKI 溶液 。 确 实 使 口 形 管 每 一 端 都 设 有 漏 缝 . 

如 图 31-1 所 示 , 用 铁 环 架 和 夹 支持 整个 系统 , 并 把 每 个 
透析 圳 完全 浸 在 分 开 的 烧杯 的 水 中 .在 两 小 时 末尾 观察 结 
采 。 


B. 葡萄 糖 的 流动 


如 匀 项 准备 同样 模型 ， 但 在 这 里 ， 一 条 透析 圳 中 注入 葡 
荀 糖 溶液 , 另 一 个 装 蒸馏 水 。 象 前 述 那样 支持 这 个 系统 ,每 个 
透析 圳 浸入 各 烧杯 的 水 中 。 这 样 保持 24 小 时 以 后 取 走 透 析 
圳 ,测定 每 一 个 中 葡萄 糖 含量 。 把 一 条 “ 试 带 ? 浸 入 溶液 中 ,用 
葡萄 糖 “ 试 带 ? 来 测定 葡萄 糖 。 取 走 “ 试 带 >， 观 察 颜色 变化 . 
将 “ 试 带 ? 的 颜色 和 预先 准备 好 的 比 色 卡 相 比 . 

如 果 葡 萄 糖 " 试 带 ” 不 能 用 , 可 按 实验 5 (E 项 ) 所 介绍 的 
步骤 ,进行 一 次 标准 的 Benedict 试 法 来 测定 。 

观察 和 测定 葡萄 糖 ; 


结果 和 结论 


报告 你 的 观察 和 结果 ,在 结论 的 叙述 中 考虑 以 下 问题 ， 

1. 涨 压 对 础 化 钾 - 碘 试剂 和 和 葡萄糖 从 一 圳 向 另 一 圳 流动 
有 什么 影 啊 ? 

2. 在 此 实验 中 研究 的 系统 与 生活 植物 中 的 运输 系 统 相 
似 处 何在 ? 

3. 为 什么 在 此 实验 中 研究 的 模型 在 说 明 植 物 中 具 涂 透 
活性 的 有 机 物质 的 运输 是 有 用 的 ? 

4。 与 备 希 压力 流动 模型 完全 相似 的 有 机 溶 质 运输 机 理 
的 相反 的 观点 是 什么 ? 

5. 在 此 实验 中 用 的 物质 压力 流动 模型 的 设计 与 孟 希 最 
初 设计 的 模型 不 同 吗 ? 说 明之 。 
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实验 32 ” 茶 丙 氨 酸 脱 氨 酶 的 
提取 和 性 质 


目的 

为 了 从 亩 龄 4 天 的 燕麦 幼苗 中 提取 葵 两 氨 酸 脱 氛 酶 ( 工 - 
phenylalanine ammonia lyase) ,并 研究 p 也 、 底 物 、 酶 和 时 间 
对 开 - 葵 内 受 酸 酶 促 转化 成 为 反 - 肉 桂 酸 的 影响 


材料 


40 死 苗 龄 4 天 的 燕麦 幼苗 ( 见 步 骤 A 项 ); 

缓 钟 液 ( 见 书后 附录 ) 

17 萤 升 酶 制剂 ( 见 步骤 G 和 D 项 ); 

25 蕊 升 共 两 氛 酸 溶液 (10 毫克 /毫升 H9 ,重量 /容量 ); 
5 毫升 葵 丙 氨 酸 咨 液 (5 训 克 / 室 升 责 ?O ,重量 /容量 ); 
100 毫升 HGI(C5 N ); 

1000 训 升 内 酮 (一 15?C); 

分 析 天 平 ; 

次 漏斗 (与 抽 气 和 泵 相连 )， 

滤纸 (VVhbatman No. 3); 

研 乓 和 桂 ( 冷 江 ) 

冰 洽 ; 

水 浴 (30"C); 

组 织 揭 雁 机 ; 

pH 计 ; 


e*。 151。 


离心 管 ; 

离心 机 (冰冻 少 

磁力 搅拌 悔 (或 挠 拌 棒 ); 

33 个 试管 

测定 用 比 色 杯 ( 配 对) 

紫外 分 光 光 度 计 ( 波 长 在 290 毫 微米 ). 


步骤 


A. 首 龄 4 天 的 闪 麦 幼苗 


燕麦 种 子 在 0.05% Tween-20 溶液 中 诅 泡 30 分 钟 , 然 后 
播种 在 凤 石 中 , 在 暗中 保持 4 天 。40 殉 植 物 材 料 需要 约 800 
棵 幼苗 (2 盘 ) ， 可 得 到 约 2 死 含 酶 的 丙酮 粉 。 因 此 植物 材料 
的 数量 可 按 比 例 增加 或 减少 . 


B. 酶 的 提取 和 丙酮 粉 的 制备 


将 约 40 克 ( 鲜 重 ) 苗 龄 4 天 的 燕麦 幼苗 (用 在 蚂 石 面 上 人 割 
下 的 面 上 部 分 ) 加 300 毫升 冷 丙 酮 (一 15"C) ,在 组 织 的 碎 机 中 
匀 浆 化 60 秒 . 

用 抽 和 气泵 , 通过 姿 漏斗 ( 放 一 张 Whatman No. 3 滤纸 ) 
过 滤 匀 浆 ,， 另 用 冷 丙酮 把 留 在 疲 纸 上 的 残 秸 洗 几 刀 。 铺 开 这 
些 残 酒 , 使 其 在 室温 下 干燥 。 用 研 乓 和 桂 粉 碎 王 燥 的 残 法 , 贮 
藏 在 冰 库 的 密封 容器 中 。 这些 丙酮 粉 贮 藏 在 冰 库 中 ， 至 少 在 
几 个 星期 中 是 稳定 的 


G. 用 于 反应 混合 物 的 酶 制剂 


把 丙酮 粉 悬浮 在 冷 的 硼酸 盐 缓 冲 彼 中 (缓冲 滚 1 号 ，P 瑟 
8.8)， 其 浓度 为 10 毫 殉 / 毫升 缓冲 液 . 要 为 以 下 实验 作成 足 
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够 的 酶 制剂 . 

用 磁力 搅拌 恬 使 悬浮 滚 在 稳定 而 轻微 的 搅动 下 在 4"C 保 
持 30 分 钟 . 

用 冰冻 离心 机 把 基 序 芝 在 14,000 x g 离 心 20 一 30 分 钟 . 
上 清 芒 中 含有 酶 ,应 小 心地 倒 出 ， 立即 使 用 或 冰冻 起 来 。 冰冻 
上 制 剂 的 活性 衣 保持 几 天 。 因 此 ， 下 面 的 实验 要 计划 好 ， 不 至 
使 你 经 前 制 备 酶 . 


D. 杀 丙 氨 酸 脱 氨 酶 的 检定 


为 了 对 酶 活性 作 一 个 简单 的 鉴定 ,标记 三 个 试管 ,并 且 按 
表 32-1 所 述 , 加 入 组 分 . 


表 32-1 葵 丙 氨 酸 脱 氨 酶 的 活性 


试管 号 码 及 加 入 的 体积 〈 毫 升 ) 
组 分 ee 
1 2 3 


苯 丙 氮 酸 (10 毫克 /毫升 了 2O) 0 1.0 

蒸馏 水 3.5 2.5 2.5 

硼酸 盐 缓冲 (0.1 M, p 五 8.8) 5 二 于 

酶 制 剂 * 0-5 0.5 0.5 
(煮沸 ) 

总 体 积 5.5 5.5 5.5 


* 加 酶 即 开始 反应 ， 在 30"C 保温 工 小 时 : 

在 加 入 最 后 一 个 组 分 ( 酶 制剂 ) 后 ,轻微 地 摇动 试管 ,混合 
物 在 30"c 保温 1 小 时 .保温 结束 时 ,在 每 个 试管 中 加 入 0.5 
党 升 5 N _HCI 停止 其 反应 。 然 后 把 每 个 试管 中 的 内 含 物 倒 人 
测定 用 的 小 比 色 杯 ， 用 适当 的 分 光 光 度 计 在 290 毫 微米 测定 
吸收 。 记 下 读 到 的 光 密 度 . 

溶 于 PH 8.8 的 硼酸 盐 缓 冲 液 的 产物 反 -肉桂 酸 的 消光 系 
数 , 在 290 毫 微米 处 稍 大 于 10,000。 而 底 物 葵 丙 氨 酸 在 这 个 
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波长 几乎 没有 吸收 . 

从 含有 活性 酶 的 反应 混合 物 (试管 3 ) 的 光 密 度 值 减 去 含 
有 者 沸 酶 的 反应 混合 物 ( 试 管 2 ) 的 光 密 度 值得 到 底 物 吸收 的 
光 密 度 值 (OD)， 根据 这 可 测定 酶 活性 的 量 。 现 在 用 这 差异 来 
计算 每 个 酶 单位 的 酶 活性 量 . 一 个 酶 单位 定义 为 在 标准 检定 
时 ,每 小 时 产生 0.01 吸收 增加 的 酶 量 。 除 了 这 种 吸收 的 变化 
外 ,还 相当 于 6 这 升 最 终 混 合 物 ( 即 5.5 毫升 反应 混合 物 加 上 
0.5 毫升 5N HGI) 大 约 形成 工 微克 肉桂 酸 。 所 以 你 应 当 能 计 
算 在 完全 反应 混合 物 中 形成 的 肉桂 酸 量 . 


光 密 度 值 和 计算 ， 
马 时 间 进 程 研究 
在 6 支 试 管 ( 标 号 2 一 7) 中 的 每 一 个 加 入 下 列 组 分 : 
组 分 体积 (毫升 ) 
茶 两 氨 酸 (10 毫克 /毫升 孔 2O) 1.0 
葵 馆 水 
硼酸 盐 缓冲 液 (P 互 8.8) 1.5 
酶 制剂 (加 入 即 开始 反应 ) 0.5 
总 体积 5.5 


不 到 开始 反应 不 加 酶 。 再 取 一 支 试管 (第 工 号 )， 基 中 不 
加 底 物 ,总 体积 用 外 加 的 水 调 到 5.5 毫升 . 

开始 反应 时 (0 时 ) 每 个 试管 中 加 入 酶 (0.5 毫升 六 然后 仅 
在 第 1 号 试管 中 加 入 0.5 毫升 5N 互 Gl,， 其 余 的 试管 每 过 10 
分 钟 用 加 入 0.5 毫升 5N HGI 来 停止 其 反应 (全 部 进程 为 1 
小 时 )。 例 如: 2 号 试管 在 零 时 后 10 分 钟 停止 ; 3 号 试管 在 
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20 分 钟 后 ; 4 号 试管 在 30 分 钟 后 等 等 . 

在 每 个 试管 停止 反应 后 ， 用 一 空白 调节 分 光 光 度 计 在 
290 毫 微米 处 ,并 测定 相应 的 反应 混合 物 的 吸收 ， 

记录 从 每 个 反应 混合 物 得 到 的 光 密 度 . 

光 密 度 值 和 形成 产物 的 量 ; 


了 E. 酶 活性 的 最 适 p 了 

标记 6 支 试 管 , 按 表 32-2 指出 的 ， 加 入 不 同 的 组 分 。 按 
前 面 介绍 的 相同 的 步骤 来 开始 和 停止 反应 并 测定 酶 活性 . 由 
于 酶 活性 的 最 适 P 互 是 根据 相对 值 来 确定 ， 因 此 就 不 需 一 个 
含有 无 活性 酶 的 完全 反应 混合 物 。 所 以 直接 测定 的 光 密 度 值 
可 用 于 计算 在 不同 PH 形成 的 最 终 产物 的 量 . 

表 32-2 ” 酶 活性 的 最 适 PH 

试管 号 码 及 加 入 的 体积 〈 毫 升 ) 


组 分 
村人 
葵 丙 氨 酸 (10 毫克 /毫升 瑟 ?O) 0 0 站 硕 - 全 |FSEHHO 再 ;二 50 中 521.0 
蒸馏 水 SS | -22 -二 棚 上 全 风 人 7 狗 2 疝 = 
磷酸 缓冲 流 (P 芋 6.2) 0 下 :省 和 0 0 0 
硼酸 缓冲 液 (PH 8.0) 67 | 二 证 人 车 0 0 
硼酸 缓冲 沪 (p 瓦 8.8) 再 :区 | 0 0 于 中 .0 0 
硼酸 缓冲 小 (P 五 9.0) 0 0 0 0 1.5 
硼酸 缓冲 液 (P 孔 10.0) 0 0 0 0 0 下 
酶 制 剂 ” 0.5| :055 小 05 中 05 | QOSEI|E WE 
总 “ 体 积 (毫升 ) 5J5 | 5.5| 5.5| 5.5| 5.5| 5.5 


*# 了 反应 物 空 白 。 
*## 加 人 酶 即 开 始 反 应 ， 在 30"G 保温 工 小 时 。 
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光 密 度 读数 和 计算 : 


G. 底 物 浓度 对 酶 活性 的 影响 


用 前 面 讲 的 同样 的 组 分 和 同样 的 操作 步骤 做 实验 ， 只 是 
改变 底 物 浓度 . 

一 个 实验 用 的 、 适 合 的 底 物 浓度 范围 如 下 ， 0,0.5,1.0， 
1.5,2.0,3.0 和 5.0 毫克 茶 两 氨 酸 /反应 混合 物 . 不 包括 底 
物 的 反应 混 合 物 可 用 作 反 应 物 空白 . 

必须 记 住 , 所 有 的 反应 混合 物 都 必须 保持 同样 浓度 的 酶 、 
缓冲 液 (用 硼酸 盐 缓 冲 液 工 号 ,P 了 8.8) 以 及 同样 的 总 体积 
(5:5 毫升 )。 按 上 述 改 变 底 物 浓 度 的 一 种 方法 是 ， 先 制备 一 
个 浓度 为 5 毫克 /区 升水 的 葵 内 氛 酸 溶液 ,然后 在 相应 的 试管 
中 加 入 适当 的 量 。 反 应 混合 物 的 最 终 体积 用 加 入 适量 的 蒸馏 
水 调 到 -5:5- 训 升 : 

在 下 面 空白 处 写 上 你 的 实验 设计 和 试管 型 号 ， 然 后 按照 
你 的 计划 进行 实验 , 

实验 设计 和 结果 ， 


后 增加 酶 浓度 的 影响 

设计 和 做 一 个 实验 ， 以 测定 增加 酶 浓度 对 葵 丙 气 酸 转化 
成 内 桂 酸 速率 的 影响 。 按 照 以 前 同样 的 基本 步 又， 但 这 里 要 
用 不 同 数量 的 酶 制剂 . 
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一 个 简便 的 方法 是 按照 下 述 体 积 ， 向 对 应 的 反应 混合 物 
中 加 入 酶 制剂 (10 训 殉 两 酮 粉 /1 训 升 缓冲 液 )， 0,，0.2，0.4， 
0.5,0.7;0.9,1.0 毫升 。 所 有 反应 混合 物 都 应 包含 ,1 毫升 
底 物 (10 训 克 / 训 升 也 0) ,2.5 毫升 互 :0O, 不 同 量 的 酶 制剂 , 足 
够 的 硼酸 盐 缓 名 液 (PH 8.8) 以 调节 最 终 体 积 到 5.5 毫升 。 也 
需 准 备 一 个 反应 物 空 白 ( 无 底 物 )。 记 住 , 为 调节 浊 度 的 变化 ， 
每 个 酶 量 都 需要 一 个 相应 的 空白 。 

在 下 面 衬 白 处 写 出 你 的 实验 设计 和 你 的 实验 结果 ， 


结果 和 结论 

对 每 项 ((E,F,G,H) 结 果 作 图 , 酶 活性 (基于 光 密 度 的 变化 
或 者 形成 产物 的 数量 ) 作 纵 坐 标 , 而 不 同 的 测定 ( 即 底 物 浓 度 、 
酶 浓度 .pH 和 时 间 ) 为 横 坐 标 . 

根据 影响 酶 活性 的 各 种 因素 解释 这 些 结果 ， 包 括 为 什么 
一 个 特别 因素 影响 酶 活性 的 理由 . 列 出 通常 的 化 学 方程 式 ( 表 
示 底 物 和 产物 的 结构 ) 表 明 葵 丙 氨 酸 酶 促 转化 成 反 -肉桂 酸 ， 

对 于 高 等 植物 ， 关 系 到 各 种 黄酮 类 化 合 物 ( 花 青 武 等 ) 和 
各 种 化 合 物 , 如 咖啡 酸 、z- 香 豆 酸 、 硅 宁 酸 和 绿 原 酸 的 最 终 合 
成 ;这 个 反应 的 重要 性 是 什么 ?上 述 各 种 化 合 物 在 调节 植物 
生长 和 发 育 中 是 否 重要 ? 解释 之 . 
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实验 33 组 织 中 某 些 呼吸 酶 的 检定 


目的 


“学 习 用 于 检定 植物 组 织 中 的 脱 氢 酶 ,氧化 酶 .过 氧化 物 栈 
和 过 氧化 氨 酶 的 一 些 快速 技术 . 


材料 

2 个 去 皮 的 白马 铃 昔 块 葵 ; 

1 个 花 椰 某 ( 需 15 克 ); 

100 毫升 2,3,5- 三 杀 基 四 唑 (多 ) 化 氛 溶 液 (0.5% ,重量 / 
容量 ); 


100 毫升 甲 基 蓝 溶液 (0.025% , 重量 /容量 ); 

100 毫升 愈 伤 树 胶 乙 醇 溶 液 (2% , 重量/ 容量; 2 殉 愈 伤 
树胶 溶 于 足够 的 95% 乙 醇 中 , 定 容 到 /100 毫升 ); 

过 氧化 氨 ( 市 售 商品 ,326 ); 

30 毫升 过 氧化 所 (1 份 3% 过 氧化 氨 加 3 份 水 ); 

200 毫升 乙醇 (95% ); 

200 毫升 柠檬 酸 盐 缓 冲 液 [10 克 柠 榜 酸 (一 水 化 合 物 ) 加 
95.3 毫升 IN NaOH, 再 与 等 体积 水 混合 ,大 约 P 互 5.0j]; 

25 毫升 连 葵 三 酚 溶液 (5% ,重量 /容量 ); 


乙醚 ; 
10 毫升 硫酸 (1096 ); 
4 个 培养 严 ; 


2 个 试 管 ; 
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沸水 洽 ; 

研 乓 和 杆 ; 

石英 砂 ; 

滤纸 ; 

姿 漏斗 和 有 侧 避 的 吸 滤 瓶 ; 
量 简 (100 毫升 ); 

2 个 锥 形 瓶 (250 训 升 ); 


步骤 


A. 脱 务 酶 


制备 几 片 马 铃 蔓 块 共 组 织 的 薄片 ， 把 一 半 组 织 片 放 和 人 培 
养 下 中 , 沉 在 0.52%2,3,5- 三 葵 基 四 唑 化 氰 溶液 中 ,观察 当 化 
合 物 明 显 还原 时 出 现 的 红色 , 洲 片 显示 有 脱氧 酶 的 存在 一 般 
在 15 分 钟 内 发 生 ， 

把 剩余 的 组 织 片 浸入 讲 水 中 至 少 5 分钟 ,取出 并 同 前 面 
那样 浸入 染料 溶 裕 中 。 

观察 


也 可 以 用 另 一 种 方法 来 鉴定 脱 气 酶 , 即 从 马 铃 暮 块 葵 切 
下 10 小 块 立 方 体 组 织 ( 每 边 长 5 毫米 ) .把 5 块 放大 小 试管 
中 ; 另外 5 块 放 入 有 沸水 的 小 烧杯 中 至 少 20 分 钟 ， 然 后 把 
它们 移 人 小 试管 。 

每 个 试管 都 用 0.025 % 甲 基 蓝 溶液 充满 几 用 塞 子 塞 紧 . 
除去 管内 所 有 的 气泡 。 在 保温 24 小 时 后 观察 管内 发 生 的 颜 
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和 en 


se 


色 变 化 . 

从 试管 中 取出 这 些小 块 , 放 在 一 张 纸 上 , 使 它们 充分 接 钢 
空气 。 观察 所 发 生 的 颜色 变化 . 

观察 : 


B. 和 氧化 酶 


切 下 一 片 至 少 包含 一 个 荆 的 马 铃 昔 块 蔡 的 横 切 薄片 .. 把 
切片 放 在 培养 下 中 ;用 新 配 的 2% 愈 伤 树胶 乙醇 溶液 淹没 表 
面 。 一 般 在 15 分 钟 内 由 于 树胶 的 氧化 ， 显 出 蓝 色 . 用 先 浸 
在 沸水 中 至 少 5 分钟 的 马 铃 昔 薄 片 ,重复 此 测定 . 


GQ. 过 氧化 物 酶 

1. 马铃薯 组 织 ; 

准备 一 片 至 少 包含 有 一 个 梓 的 马 铃 昔 块 共 的 横 切 薄片 . 
把 它 放 在 培养 下 中 , 并 用 新 配 好 的 2% 合 伤 树 胶 乙 醇 溶 液 浸 
没 其 表面 。 过 10 一 15 分 钟 后 ,排出 切片 表面 的 树胶 溶液, 而 
用 过 氧化 握 稀 溶液 (1 份 3% 过 氧化 所 加 30 份 水 ) 代 替 。 与 
氧化 酶 鉴定 相 比较 ,注意 在 蓝 色 显示 的 速度 和 强度 上 的 不 
同 。 用 先 在 沸水 中 浸没 至 少 5 分 钟 的 马 铃 单 薄片 ,重复 此 试 
验 , 

观察: 
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2. 花椰菜 的 过 氧化 物 酶 : 

a. 过 氧化 物 酶 溶液 : 将 15 殉 花 椰 菜 放 在 研 打 中 加 20 毫 
升 95% 乙 醇和 少许 石英 砂 磨 花 椰 菜 2 分 钟 . 加 70 营 升 乙醇 ， 
进一步 研磨 .在 次 漏斗 的 滤纸 上 收集 粗 纤维 ,并 转移 到 100 
训 升 的 量 简 中 .用 足够 量 的 柠檬 酸 盐 缓冲 液 (p 互 5.0) 再 悬浮 ， 
并 使 容积 到 100 毫升 。 在 缓冲 液 中 搅拌 粉末 ,并 保温 约 1 小 
时 . 

b. 反应 混合 物 和 红 紫 格 精 的 形成 ， 把 20 毫升 过 氧 化 物 
酶 制剂 移入 一 个 试管 。 把 试管 放 和 沸水 浴 至 少 15 分 钟 .把 
另外 20 毫升 过 氧化 物 酶 制剂 的 蛋白 转移 到 含有 180 毫 升 蒸 
饮水 的 250 毫升 三 角 瓶 中 。 然 后 加 10 毫升 新 配制 的 5% 连 
葵 三 酚 溶液 和 1 毫升 3% 过 氧化 氨 。 充 分 混合 ,并 在 5 分 钟 
后 加 5 毫升 10% 互 :394, 混合 . 

用 分 液 漏 斗 ， 振 摇 提 取 形 成 的 琥 珀 色 红 紫 榈 精 到 乙醚 
中 。 用 考 沸 过 的 过 氧化 物 酶 制剂 , 重复 这 些 步骤 ,并 且 比 较 两 
种 情况 下 形成 红 紫 榈 精 的 相对 量 ， 测 定 在 两 种 情况 下 的 反应 
程度 。 

观察 


D. 过 和 氧化 务 酶 
用 稀 过 氧化 所 〈1 份 3%H29: 加 30 份 水 ) 没 过 一 片 马 铃 
薯 薄片 ,观察 表明 有 此 酶 存在 的 氧气 气泡 的 逸 出 . 用 先 在 沸 
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水 中 至 少 浸 5 分 钟 的 马 铃 昔 薄 片 重复 此 实验 . 
观察 


结果 和 结论 


指出 在 每 一 测定 中 所 包含 的 基本 反应 和 所 研究 的 酶 在 生 
物 学 上 的 重要 性 , 
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实验 34 植物 线粒体 琥珀 酸 
脱 氢 酶 的 活性 


目的 
鉴定 花 可 菜 线粒体 制剂 中 琥珀 酸 脱 氢 酶 的 活性 . 


材料 

一 个 花椰菜 (Brasszca oleracea L. ); 

45 蓝 升 由 0.5M 芒 糖 加 0.IM KXHsPO4 组 成 的 深 党 流 ( 深 
解 171 克 芒 糖 -13,6 克 KHPO4 并 用 水 稀释 到 天 升 ,将 P 
调 到 7.3); 0 

4 训 升 含有 0.4M 芒 糖 ,0.02 MKH5EF64,0.005 M MgG]? 
和 0.02 M 葡萄 糖 的 且 浮 液 (溶解 136.8 克 蔗糖 ,2.72 殉 
KH,PO4,0.475 克 MgGl>,3.60 克 葡 萄 糖 并 用 水 稀释 到 3 
乱 ) 

40 毫升 磷酸 盐 缓 冲 液 ,p 了 7.0 〈 见 书后 附录 

10 毫 升 2;6- 二 毛 酚 能 酚 溶液 “17x10-3MD3 ， 

5 毫升 MgSO4(0.5 MD); 

5 毫升 KGN (0.1 MD) 

5 训 升 HG1(5% ,容量 /容量 ) 

10 毫升 琥珀 酸 钠 (0.25 M) ,用 NaO 互 将 p 互 调 到 7.0; 

吸水 纸 ; 

研 钵 和 研 柠 ; 

刀 卢 ; 
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石英 砂 ; 

纱布 (一 层 ); 
冰冻 离心 机 、 离 心 管 ; 
玻璃 组 织 匀 浆 器 ; 

10 移 该 管 ( 王 毫 升 , 5 毫升 ;有 刻度 ); 

1 二 比 色 杯 ( 或 Klett 管 ); 

”分 光 光 度 计 或 光电 比 色 计 ( 定 在 620 毫 微米 )# 

天 平 。 


步骤 


,已 人 .从 花 可 菜 制备 线粒体 


花椰菜 是 线粒体 的 最 好 来 源 .使 用 前 ,在 自来水 中 洗 花 椰 
于 的 头 , 在 燕 饮水 中 麻 洗 ， 包 在 齐 毛 市 中 , 最 好 在 实验 前 在 冰 
箱 中 放 12 小 时 。 另外 ,用 于 制备 线粒体 所 有 溶液 和 容器 均 应 

取 下 项 闯 :2 一 3 训 米 不 成 熟 花 序 ( 花 椰 菜 的 小 花 为 弃 去 头 
的 其 余部 分 。. 按 照 后 面 的 步骤 提取 (在 上 课 前 完成 线粒体 制 
备 , 以 等 份 分 配给 每 个 大 学 生 或 组 ) : 

1 工 . 在 一 个 有 :35 毫升 冰冻 的 研磨 溶液 (0.5M 蔗糖 + 
0.1M HzPO4t, PH7.3) 的 冷 研 钵 中 ,研磨 约 15 克 的 花 可 某 ， 
在 组 织 中 加 少量 冷 的 试剂 及 白 砂 促进 研磨 ; 

2. 使 悬浮 液 通 过 一 层 棉布 ， 滤 出 液 在 4"C 500xg 离心 
10 分 钟 ; 
3. 轻 轻 合 出 上 清洲 ,并 在 0 一 4"C 20000x g 离心 30 分 
钟 ; 
4: 于 掉 上 清 该 ,再 悬浮 颗粒 在 10 毫升 研磨 溶液 中 ,利用 
一 全 电动 匀 浆 器 ,假若 是 有 的 话 ; 
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5。 再 离心 悬浮 液 (从 步骤 4 来 的 ) 在 20000x 芝 (0 一 
4"C) 30 分 钟 ， 并 丢弃 上 清 液 (这 一 步骤 是 取决 于 要 求 的 相对 
纯度 及 可 用 时 间 ); 

6. 悬浮 颗粒 (含有 线粒体 ) 在 4 训 升 的 悬浮 溶液 (0.4M 
和 蔗糖; 0.02 MKH,POI，pH7.2; 0.02M 葡 萄 糖 ;0.005 M 
MgG]) 中 ,制剂 可 以 立即 冰冻 ,以 后 使 用 ,但 对 于 最 适 酶 活性 
应 立即 利用 . 


B. 酶 活性 的 鉴定 


作 一 个 简单 的 琥珀 酸 脱 氢 酶 活性 的 实验 ， 加 贮备 液 的 宫 
升 数 ( 表 34-1) 于 标记 上 1 一 7 标准 的 Klett 或 比 色 管 中 , 底 
物 、 线 粒 体 及 染料 的 用 量 稍微 更 动 可 产生 适宜 的 结果 。 虽 然 
利用 表 34-1 作为 指导 ,然后 作 适 当 的 调节 是 必需 的 . 

表 34-1 测 琥珀 酸 脱 氢 酶 活性 的 反应 混合 物 


贮 ” 备 -六 * 

区 天 放 区 
磷酸 盐 缓冲 液 P 也 7.0 130 下 FE0 相 “SO SO 下 DOT 
Mg304(0.5 MD) 0.1| 50 站 二 0 直人 .下 EN 二 夸 
KCN(0.1 MT) 0.2 | ,0.2 | ,0.2 | 02 0 
也 C1(5% ,容量 /容量 ) 直下 一 站 | 0 
2,6- 二 氧 酚 靛 酚 (1.7 x 5 作 213 0.2 汪 > 022 时 0.2 汪 汇 0.2 

10-3ML) 

水 3.8 | 4-.0 13.6 | 和 0 1948 SG 二 

线粒体 制剂 034 直 所 无 0.4| 0.4|1 0.4|1 0.6| 0.6 
(煮沸 ) 

琥珀 酸 钠 (0.25 MT) 人 人- 二 站 中 交 二 汪 

总 体积 6.0| 6.0| 6.0|1 6.0|1 6.0| 6.0|1 6.0 


” 数目 表明 使 用 贮备 液 的 毫升 数 . 
最 后 加 入 底 物 , 当 反 应 要 开始 时 ,振动 各 个 管 以 混合 内 合 
物 . 在 用 分 光 光 度 计 或 比 色 计时 ， 用 管 1 和 管 2 作 空白 . 此 
外 ， 用 入 1 和 管 6 调 区 被 5 和 7 管 中 线 粒 体制 剂 不 同 量 所 产 
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生 的 儿 度 改变 的 量 .在 620 毫 微米 ,60 分 钟 内 ,记录 反应 混合 
物 在 零 时 和 每 隔 十 分 钟 的 透射 百分率 . 在 含有 全 部 反应 混合 
物 的 管内 蓝 色 的 2,6- 二 和 毛 酚 靛 酚 ( 氧 化 型 ) 颜色 就 要 变 浅 或 
变 为 无 色 ( 还 原型 )。 反 应 程度 可 根据 所 有 的 管 与 对 照相 比 来 
判断 .记录 你 的 结果 在 表 34-2 中 . 
表 34-2 琥珀 酸 脱 氢 酶 活性 随时 间 的 变化 
透 ， 射 百 “ 分 ”“ 率 (于 620 毫 微米 ) 


时 “ 间 分) 0 10 20 30 40 50 60 


管 …: 和 二 


了 可 由 上 兄 忆 情 
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按照 时 间 的 多 少 和 可 用 的 设备 ,你 可 以 进行 各 种 实验 ,在 
赠 加 底 物 浓度 ( 酶 不 变 ) ,增加 酶 浓度 ( 底 物 不 变 ) 或 已 知 的 一 
个 范 委 性 抑制 剂 的 作用 (两 二 酸 ) 的 基础 上 测定 反应 速度 . 实 
蛤 由 教师 来 决定 . 


结果 和 结论 


记录 你 的 酶 活性 随时 间 变 化 的 结果 于 表 34-2 中 。 为 此 ， 
以 酶 活性 作 纵 坐标 对 变化 的 实验 作 一 个 图 . 

天 于 线粒体 分 离 步 又 及 琥珀 酸 脱 氢 酶 促成 的 反应 可 以 得 
出 结论 ， 一 定 要 考虑 到 用 于 反应 混合 物 中 底 物 和 产物 的 性 质 
及 其 他 组 份 的 作用 .说 出 线粒体 中 其 他 酶 或 酶 组 的 名 称 。 此 
外 ， 考 虑 线粒体 的 结构 及 它 的 一 般 功 能 . 
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实验 ,35 光 和 温度 对 光合 作用 的 影响 


目的 
;测定 光 强 度 和 温度 随时 间 对 伊 乐 营 (Zodez) 小 枝 光合 作 
用 速度 的 影响 . 


材料 


伊 乐 莹 (ZEodeca) 小 枝 ; 

100 毫升 碳酸 氢 钠 溶液 (0.1267); 
大 试管 (直径 约 18 毫米 ); 

0 汪 

玻璃 棒 ; 

高 强度 白光 源 ; 

光 凑 表 ( 如 时 方 便 时 ); 

米 尺 ; 

温度 计 (G ); 

烧杯 . 


步骤 


A. 气泡 计算 方法 

取 健 康 的 伊 乐 营 (Eodea) 小 枝 ， 并 切除 下 端 。 顶端 向 下 
浸 到 一 个 含有 碳 苹 气 钠 水 溶液 (0.1%6) 的 大 试管 中 :假若 切 
除 的 二 端 没 有 在 溶液 里 面 , 把 嫩 枝 绑 在 一 个 玻璃 棒 上 ,使 它 在 
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里 面 . 


B. 在 不 同 光 条 件 下 光合 作用 的 相对 速度 


用 加 有 溶液 的 管 在 室温 下 使 伊 乐 莹 小 枝 曝 了 晒 在 强烈 的 人 
工 光 照 下 2 分 钟 ,然后 分 三 个 时 间 , 每 次 一 分 钟 计 算 放 出 气泡 
的 数目 。 置 放 植物 在 漫 射 光 中 2 分 钟 ， 然 后 如 前 测定 其 光合 
作用 速度 。 假若 小 枝 不 能 适当 地 反应 ,再 选择 另 一 个 , 重复 上 
面 的 实验 . 把 植物 放 在 室 中 最 黑暗 处 . 2 分 钟 后 再 测定 速度 . 
用 几 个 试验 测定 植物 对 一 个 突然 改变 的 光 强 度 反应 多 么 快 . 
这 个 实验 可 用 许多 方法 改进 . 光 强 度 和 物体 与 光源 距离 
之 间 的 关系 如 下 : 
0 人 的 


因此 ,假若 在 光 与 植物 之 间 最 初 的 距离 (Zi) 加倍 了 (dz2)， 
那么 最 初 的 光 强 度 就 减少 到 只 剩 下 反 ( 新 的 光 强 度 三 12)。 利 
用 这 个 方程 式 及 一 个 最 初 的 光 强 度 读数 (可 用 光度 计 为 逐渐 
增加 植物 离开 光源 的 距离 〈 最 近 距 离 为 厘米 )》 记录 儿 个 一 分 
钟 测定 的 光合 作用 速度 浸 伊 乐 莹 小 枝 的 碳酸 氢 钠 溶液 的 温 
度 要 保持 恒定 。 假 若 愿 意 ， 可 利用 一 个 光电 池 去 测定 每 一 新 
的 光 强 度 , 但 这 不 是 绝对 必要 的 ,因为 离开 光源 的 距离 和 要 测 
定 的 光合 作用 速度 之 间 是 同样 的 相互 关系 ， 

观察 


G. 温度 对 于 伊 乐 蒙 光 合作 用 速度 的 作用 
在 20,30,40,50*"C 在 强 光 中 测定 光合 作用 速度 。 保 持 光 
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强度 不 变 , 并 对 每 一 温度 作 10 个 1 分钟 的 计数 . 升 高 温度 将 
试管 转移 到 一 个 预先 加 热 到 高 于 要 求 的 温度 1 一 2"C 的 有 水 
的 业 杯 中 去 . 


结果 和 结论 


画 曲线 表示 光 强 度 及 温度 在 与 时 间 的 关系 中 对 光合 作用 
速度 的 影响 。 
在 评价 结果 时 ,你 要 考虑 以 下 内 容 : 
植物 杰 放 的 气体 ， 用 于 测定 光合 作用 速度 的 方法 的 可 靠 
性 ,用 于 测定 光 强 度 的 单位 ， 光 强 度 及 光量 之 间 的 区 别 ,， 用 碳 
酸 肥 钠 溶液 的 原因 ,在 低 光 强度 下 为 什么 没有 气泡 释放 出 来 ， 
在 什么 状况 下 改变 光 强 度 能 够 比较 有 效 的 影响 光合 作用 ， 说 
几 种 可 能 的 原因 ， 
描述 一 个 增加 二 氧化 碳 浓度 对 光合 作用 速度 没有 影 啊 的 
情况 。 记 录 考 虑 到 的 对 光合 作用 必需 的 一 切 因素 ， 并 讨论 一 
下 在 一 个 正常 植物 的 24 小 时 时 间 (白天 及 黑夜 ) 中 这 些 因素 
是 如 何 限制 了 这 一 过 程 的 。 
参考 文 献 
Devlin，R. M. 1966。 Plant Physiology。 了 Reinhold Publ. Corp.， 
New York. PPp. 258-283. 
Franck，J.，and VV， 卫 ，Loomis (Eds.) 1949.。 Photosynthesis in 
Plants, Iowa State College Press，Ames，Iowa. 
Meyer，B. 3.，D. B. Anderson，and 及 . 互 . Bohning. 1960。 Intro- 
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实验 36 ” 叶 圆 片 光合 作用 的 测量 


目的 


以 实验 说 明 叶 圆 片 碳酸 气 钠 渗入 法 如 何 用 于 测量 植物 组 
织 中 光合 速度 的 研究 ; ap 
作用 的 影 啊 ， 


材料 


锦 紫 苏 的 斑 叶 ( 绿 - 白 型 ); 

菜豆 的 叶子 (也 可 用 其 他 的 薄型 叶 , 如 获 叶 六 

柠檬 酸 盐 - 和 酸 盐 缓 神 液 (PDH6.8, 见 书后 附录 ) 

NaHGOs 在 柠檬 酸 盐 -磷酸 盐 缓冲 裕 中 ,10M 溶 该 《PH 
6.8, 见 书后 附录 ); 

NaHGOs 在 柠 榜 酸 盐 - 夸 酸 盐 缓冲 液 中 ,10“M 溶液 Ca 
6.8, 见 书后 附录 ); 

烧杯 (1000 毫升 ); 

打 和 孔 器 (内 径 为 工 厘米 ); 

渗入 装置 ( 几 个 样品 瓶 ` 两 孔 橡 皮 塞 、 玻 璃 管 和 橡皮 管 \ 吸 

全 见 图 36-1); 

培养 下 (5 厘米 直径 ) 

光源 (反射 泛 光 灯 ,150 瓦 灯泡 ); 

铁 环 和 支架 

只 烛光 计 ; 

计时 绒 . 
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步骤 


全 锦 迪 苏 斑 叶 圆 片 的 光合 作用 


TI， 叶 圆 片 的 制备 和 碳酸 气 钠 的 活 信 :所 有 操作 均 需 在 柔 
和 的 实验 室 光 线条 件 下 进行 。 

从 锦 紫 苏 植 株 上 切取 数 片 玫 叶 ( 绿 - 白 型 ); 置 于 司 有 自 来 
水 的 烧杯 中 于 小时 。 勿 使 这 些 离 体 呈 片 暴 于 亮光 下 .浸泡 之 
后 用 打 筷 器 从 叶子 的 含 叶绿素 部 分 打下 15 个 圆 片 直径 约 
1 厘米 )。 立 即 各 取 5 个 圆 片 放 到 3 个 样品 亚 或 125 毫升 瓶 
中 ;其 中 盛 有 25 毫升 NaHGOs 在 柠檬 酸 盐 -磷酸 盐 缓 冲 液 
(了 6.8) 中 的 0.01 M 溶液 . 

用 一 个 装配 有 玻璃 管 和 橡皮 管 并 与 一 自来水 吸 气 器 相连 
的 两 孔 橡 皮 塞 将 容器 塞 上 ,如 图 36-1 所 示 . 


图 36-1 时 圆 片 的 竣 人 

用 食指 按 住 开端 玻璃 管 ， 打 开水 龙头 抽 气 .然后 放 开 指 

头 又 然 地 解除 真空 。 继 续 这 渗入 的 方法 ， 直 到 当 圆 片 静止 在 
容 各 底 部 的 情况 下 ， 其 边缘 没有 气泡 产生 时 为 止 。 如 果 有 一 
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个 或 两 个 圆 片 不 符合 要 求 ， 可 用 另外 的 圆 片 代替 。 

将 经 过 渗入 的 圆 片 和 悬 浮 溶 液 倒 入 一 小 培养 下 〈 直 径 5 
厘米 ) 中 , 将 这 些 圆 片 彼此 不 接触 地 排列 在 严 的 底部 〈 用 一 玻 
璃 棒 ) .如 果 还 有 小 气泡 附着 在 圆 片 上 , 则 在 照 光 前 将 之 赶 掉 

2. 光合 作用 的 测量 :将 盛 有 圆 片 的 培养 亚 置 于 一 钨 丝 灯 
(断路 ) 下 。 此 灯 放 在 圆 片 上 方 一 定 距离 ， 使 它们 可 以 发 射出 
大 约 1500 一 2000 只 烛光 强度 的 光 来 。 

打开 灯光 并 记 下 每 圆 片 目 照 光 到 它 升 到 洲 体 表面 或 向 边 
缘 转 移 的 时 间 (以 秒 计 )。 如 果 有 一 、 两 个 圆 片 没有 适当 的 反 
应 ， 可 以 不 作 数 . 

圆 片上 升 或 向 边缘 转移 所 需 时 间 与 其 光合 速度 成 反比 ， 
于 是 ,光合 速度 可 以 用 时 间 ( 以 秒 计 ) 的 倒数 表示 . 

用 相同 数目 的 从 锦 紫 共 叶 片 的 白色 部 分 得 到 的 圆 片 重复 
同样 的 操作 。 将 这 结果 与 含 叶绿素 圆 片 所 得 结果 相 比 较 ， 

观察 


B. 光 强 度 对 菜豆 叶 贺 片 光合 速度 的 影响 


用 与 A 中 相同 的 一 般 步 骤 进 行 。 实 验 用 的 叶 圆 片 是 从 预 
先 在 自来水 中 浸泡 1 小 时 的 充分 展开 的 离 体 叶片 的 主要 叶脉 
之 间 部 分 打下 来 的 (其 它 的 莱 型 叶片 ,如 获 草 ,也 可 以 用 ). 

用 叶片 的 不 同 组 (5 圆 片 /组 ,直径 约 工 厘米 ) 测 量 在 250， 
500,1000 和 2000 鹃 烛光 下 的 光合 速度 。 调整 灯 在 样 品 上 面 
的 距离 来 获得 不 同 水 平 的 光 强 度 。 但是, 当 光 强度 大 手 2000 
只 烛光 时 ，, 需 用 一 玻璃 盛 水 器 过 兰 , 这 样 试 不 致 变 热 ， 

观察 
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G. 在 蒸馏 水 或 瑞 酸 粤 钠 浴 液 中 抽空 的 叶 圆 片 的 光合 作 
用 


从 薪 豆 植物 (也 可 以 用 其 他 的 薄型 叶片 ) 完 全 展开 的 叶片 
主 脉 之 间 部 分 制备 15 个 叶 圆 片 。 在 打 圆 片 之 前 ,叶片 一 定 要 
在 自来水 中 浸泡 工 小 时 .在 每 个 样品 血 中 放 5 个 圆 片 

1. 柠 树 酸 盐 - 磷 酸 盐 缓冲 液 (pH6.8) 

2. 柠檬 酸 盐 -磷酸 盐 缓 冲 液 加 NaHGOs(0.001 MD) 

3 柠檬 酸 盐 - 磷 酸 盐 缓 名 该 加 NaHGOs (0.01 MD) 

按照 前 面 叙 述 的 步骤 ， 使 每 瓶 的 圆 片 浴 和 和. 照 光 ( 约 
2000 电 烛光 ), 

观察 ; 


结果 和 结论 


作 一 夫 或 图 阐明 本 实验 每 一 部 分 圆 片 的 相对 光合 速度 . 

作 一 个 关于 本 实验 的 步 又 和 结果 的 一 般 结 论 。 可 按 下 列 
提纲 考虑 答案 ; 

为 什么 曝 于 光 下 时 ， 绿 色 圆 片上 升 到 缓冲 的 碳酸 气 钠 溶 
液 的 表面 或 向 末端 转移 ? 这 个 实验 阐明 了 光合 作用 的 哪个 方 
面 ? 叶绿素 的 作用 是 什么 ? 

当 圆 片 单 以 缓冲 液 渗 入 时 ， 是 否 可 能 进行 这 实验 ? 在 此 
实 监 的 完成 中 碳酸 氢 钠 起 什么 作用 ? 与 叶 组 织 光 合 速度 的 希 
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尔 反 应 (实验 37) 相 比 ， 叶 圆 片 次 入 法 有 哪些 优点 ? 
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实验 37 和希 尔 反 应 


目的 


: 以 实例 说 明 希 尔 反 应 一 一 叶绿体 所 催化 的 依靠 光 还 原 获 
酰胺 腺 嗓 叭 二 核 背 酸 磷酸 (NADP) 以 外 的 一 种 物质 的 反应 ; 
确定 著 去 津 (atrazine) 对 希 尔 反应 的 影响 ， 
材料 “ 

10 更新 鲜 菠 菜 叶 ; 
1200 毫升 三 ( 羟 甲 基 ) 甲 基 甘 氨 酸 ;(tricine) 缓冲 液 (0.05 
。 M) 调 节 到 PH 6.5)， 
0.1 训 升 著 去 津 溶液 (饱和 溶液 ); 
100 毫升 2,6- 三 毛 酚 靛 酚 (1.1x 1074M) 深 液 ; 
2 个 冰 浴 ( 装 有 碎 冰 和 NaGl 的 烧杯 ); 
-水 浴 ( 装 满 室温 水 的 400 毫升 烧杯 ); 
-吸水 纸 ; 
- 剪刀 ; 
泗 纱 纸 ， 
` 研 杀 和 研 杆 (冷冻 的 ); 
作 漏 斗 ; 
吸 滤 瓶 ; 
离心 管 ; 
离心 机 ; 
铁 环 架 ; 
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铝箔 ; 
5 支 10 毫升 移 滚 管 ( 刻 度 的 ) 

2 支 1 毫 升 移 液 管 ( 刻 度 的 ); 

8 个 比 色 计 滚 酯 ; 

比 色 计 (在 620 毫 微米 处 使 用 ) . 


步骤 


A. 叶绿体 的 分 离 


在 开始 叶绿体 分 离 之 前 , 先 准 备 两 个 在 大 烧杯 里 放 碎 冰 
和 NaGl 的 冰 浴 。 用 这 些 冰 浴 冷却 所 有 的 试剂 、 玻 璃 器 和 严 和 
最 后 得 到 的 叶绿体 悬浮 液 . 

称 取 10 克 经 过 洗 净 、 吸 干 水 并 经 过 冷却 的 菠菜 叶片 (用 
新 鲜 菠 菜 ). 叶片 用 剪刀 剪 碎 ( 弃 去 大 叶脉 ) ,并 在 一 冷冻 研 抽 
中 加 60 毫升 冰冷 的 调 至 p 也 6.5 的 0.05 M 三 ( 羟 甲 基 ) 甲 基 
甘氨酸 缓冲 液 ,研磨 两 分 钟 成 匀 浆 . 

在 一 次 漏斗 里 放 上 3 块 用 缓冲 液 浸 湿 的 薄 纱 纸 ， 减 压 抽 
滤 匀 浆 。 收集 滤液 并 弃 去 残 漂 . 

在 一 临 康 用 离心 机 中 ,全 速 离心 滤液 4 一 5 分 钟 ， 奔 去 上 
清 液 后 ,用 20 毫升 冰冷 的 缓冲 液 洗 涤 叶 绿 体 颗粒 并 重新 离 
心 。 弃 去 上 清 液 ,再 用 20 毫升 缓冲 液 洗涤 颗粒 。 离 心 后 , 弃 
去 上 清 液 ,重新 悬浮 这 颗粒 于 8 毫升 0.05 M 三 ( 闫 甲 基 ) 甲 
基 甘 氨 酸 缓冲 液 中 。 在 搅动 这 悬浮 液 时 ,容器 一 定 要 浸 在 冰 
浴 里 . 


B. 布尔 反应 


将 一 个 盛 满 自来水 (20*c) 的 400 毫升 烧杯 放 在 一 铁 环 架 ， 


上 , 与 相距 约 6 时 的 一 个 100 瓦 的 灯 成 一 直线 . 
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Re 


在 柔和 的 实验 室 光 线 下 , 用 移 液 管 移 取 5.0 训 升 2,6- 一 
氢 酚 能 酚 人 1.1x10-4M) 和 5.0 毫升 三 ( 羟 甲 基 ) 甲 基 甘氨酸 
缓冲 液 到 .3 个 比 色 计 的 或 分 光 光 度 计 的 液 槽 里 去 . 

用 铝箔 包 住 其 中 一 个 液 槽 以 使 光 射 不 进去 . 将 所 有 液 槽 
放 和 人 400 毫升 水 浴 2 分 钟 ， 然 后 用 移 液 管 移 取 0.5 巷 升 叶 绿 
体 悬 浮 液 到 每 个 液 覃 , 并 振荡 均匀 ， 将 所 有 滚 槽 放 回 水 浴 , 打 
开 灯 , 液 槽 照 光 5 分 钟 . 

5 分 钟 后 ,用 一 比 色 计 在 620 毫 微米 处 测量 曝 于 光 下 的 
一 个 液 槽 的 混合 物 和 一 个 包 以 铝 条 的 液 槽 的 混合 物 ( 对 照 ) 的 
豚 收 率 ( 与 一 水 空白 相 比 )。 在读 下 后 一 液 槽 的 读数 后 , 加 入 
儿 蔓 克 抗 坏 血 酸 , 记 下 反应 混合 物 颜色 的 变化 : 在 .10 分 钟 的 
末尾 (从 开始 时 算 起 总 的 时 间 ), 读 下 其 它 液 槽 的 读数 (一 炒 
空白 相 比 ). 

斋 尔 反应 的 正确 测量 是 从 每 个 曝光 的 液 槽 得 到 的 光 密 度 
读数 中 减 去 对 照 ( 用 铝 销 包 住 的 液 槽 ) 的 读数 、 


G. 其 去 津 对 希 尔 反 应 的 影响 


按 表 37-1 用 移 液 管 加 必需 组 份 到 相应 标记 的 比 色 计 液 
楼 里 去 ， 在 加 叶绿体 悬浮 液 前 ,将 所 有 液 槽 放水 浴 (25*C) 中 
两 分 钟 。 然 后 用 移 液 管 移 取 叶绿体 悬浮 液 人 液 槽 , 振荡 均匀 
后 再 放 人 水 浴 , 液 槽 照 光 10 分 钟 . 

10 分 钟 后 ,测量 每 个 混合 物 的 吸收 率 (与 一 水 空白 相 比 ， 
比 色 计 定 在 620 毫 微米 处 ); 在 表 .37-1 的 空格 中 记 下 每 个 混 
合 物 的 读数 和 调整 值 ( 减 去 对 照 ). 


D. 和 希 泵 反应 时 间 进 程 的 研究 


如 有 时 间 的 话 , 设计 和 进行 一 个 阑 明 希 尔 反应 随时 间 变 
化 的 实验 . 记 住 要 用 合适 的 对 照 ` 适 宜 的 反应 成 分 .和 前 面 所 
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表 37-1 劳 去 津 对 希 尔 反应 的 影响 


组 份 


0.05MLtrlcine 组 冲 液 (p 豆 6.5)j 5.0 5.0 5.0 5.0 4.9 


2,6- 二 氧 酚 靛 酚 (L.T1x 10“MD) 二 5.0 5.0 5.0 5.0 
蒸馏 水 5.0 无 无 无 无 
著 去 津 (饱和 溶液 ) 于 无 无 和 0.I 
叶绿体 悬浮 沪 0.5 0.5 0.5 0.5 

《经 煮沸 ) 
照 光 持续 时 间 ( 分 钟 ) 10 10 暗 10 10 
人 
比 色 计 读 数 
调整 读数 ( 减 去 对 照 ) 
半生 


*# “ 列 出 的 有 关 成 份 的 数字 为 其 毫升 数 . 
*# 液 槽 3 必须 用 铝箔 包 住 。 
**## 将 部 分 叶绿体 悬浮 液 煮沸 10 分 钟 钝 化 ,然后 使 之 冷却 用 缓冲 调 到 
原 体 积 再 加 入 液 覃 4. 


列举 的 基本 技术 . 
在 下 面 空白 处 写 出 你 的 实验 设计 和 (或 ) 你 的 实验 结果 : 


结果 和 结论 

氢 述 在 实验 各 部 分 得 到 的 结 采 ， 如 果 作 了 时 间 进 程 ; 则 以 
希 尔 反应 速率 (用 最 初 的 OD 值 减 去 对 照 得 到 的 修正 值 , 或 者 
用 还 原 的 染料 量 ) 为 纵 坐 标 , 对 横 坐 标 时 间作 图 . 

解释 你 的 结果 ,并 用 一 常用 的 方程 式 说 明 希 尔 反 应 的 细 
节 ， 探讨 叶绿体 . 光 \ 水 三 ( 羟 甲 基 ) 甲 基 甘 氮 酸 缓冲 液 和 2， 
6- 二 氧 酚 靛 酚 起 的 作用 . 劳 去 津 对 希 尔 反 应 的 影响 是 什么 ? 
叙述 关于 其 去 津 或 其 他 三 嗪 类 化 合 物 对 光合 作用 影响 的 现在 
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六 行 的 解释 。 其它 除 落 剂 也 影响 希 尔 反 应 吗 ? 
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实验 38 成 糖 -5- 磷 酸 异 构 酶 


目的 


从 含有 戊 糖 -5- 磷 酸 异 构 酶 的 菠菜 叶 制 备 一 粗 浸 提 液 和 
用 来 研究 从 大 酸 化 醛 糖 (核糖 -5- 磷 酸 ) 酶 促 转变 为 磷 酸化 酮 
糖 ( 核 酮 糖 -5- 磷 酸 ) 的 作用 . 


材料 

50 殉 菠 菜 叶 ; 

500 这 升 三 ( 羟 甲 基 ) 氮 基 甲 烷 (Tris) 缓冲 液 (0.1 M,， 用 
HOC] 调节 到 p 互 7.0); 

5 毫升 核糖 -5- 磷 酸 溶液 (10 训 殉 /5 毫升 水 ,重量 /容量 ， 
用 钠 盐 最 好 ); 

20 毫升 间 葵 二 酚 - 盐 酸 试剂 ( 见 书后 附录 ); 

组 织 揭 碎 机 ; 

滞 纱 纸 ; 

离心 管 ; 

离心 机 ; 

5 个 试管 ; 

水 浴 ; 

Klett 比 色 计 (420 波光 片 ) 或 分 光 光 度 计 (420 之 微米) . 
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步骤 


A. 酶 的 制备 


浸 提 液 可 在 本 实验 课 前 制备 ,制备 的 量 需 够 分 配 给 每 一 

人 或 每 一 组 使 用 . 
. 将 50 克 菠 莱 叶 加 200 毫升 冷 的 0.1 M 三 ( 羟 甲 基 ) 须 

基 牛 烷 缓 冲 液 (P 也 7.0) 在 一 组 织 的 碎 机 中 勺 化 2 分 钟 ， 怀 
桨 通过 两 层 用 缓冲 液 浸 温 的 薄 纱 纸 过 滤 。 弃 去 滤 洼 ， 滤 液 在 
15000xg 离心 20 分 钟 . 用 得 到 的 上 清 液 作 为 酶 的 来 源 , 但 
在 用 前 需 以 三 ( 羟 甲 基 ) 氨 基 甲 烷 缓 冲 液 稀 释 10 倍 ( 用 几 种 不 
同 的 稀释 法 较 好 ). 

如 酶 制剂 不 是 立即 使 用 , 可 将 之 冷冻 ,贮存 一 个 短 时 间 . 


B.， 戊 糖 -5- 大 酸 异 构 酶 测定 


在 5 个 洁净 .干燥 的 试 答 上 贴 上 1 到 5 的 标签 ， 按照 下 列 
顺序 向 每 管 加 不 同 的 成 分 (可 用 表 38-1 作为 最 后 的 检验 )， 


表 38-1 成 糖 -5- 磷 酸 异 构 酶 反应 混合 物 * 


试管 号 码 和 加 入 量 (毫升 ) 
储备 『 
工 2 3 生 5 
工 ris 组 冲 液 (0.1M,PH7:0) 0.6 0.6 0.8 0.8 
酶 制剂 0.2 0.2 


0.2 
《经 煮沸 过 ) 
0.2 


核糖 -5- 磷 酸 


“ “所 有 混合 物 均 保 温 15 分 钟 . 
1 移 滚 管 移 取 0.6 训 升 0.1 M 三 ( 羟 甲 基 ) 氨基 甲烷 组 
钟 液 到 试管 1,2 和 3 中 ; 
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2. 移 液 管 移 取 0.8 毫升 0.1 M 三 ( 羟 甲 基 ) 氮 基 于 六 针 
神 液 到 试管 4 和 5 中 ; 

3. 移 液 管 移 取 0.2 毫升 稀释 过 的 酶 液 到 试管 1,2，3 
和 5 中 ; 

4. 在 一 沸水 浴 上 单独 加 热 试 管 3 两 分 钟 , 然 后 置 冷 水 中 
迅速 冷却 ,如 果 需 要 ,可 加 足够 量 的 缓冲 液 以 补充 大 试管 蒸发 
掉 的 体 ; 

5. 加 .0.2 毫升 核糖 -5- 磷 酸 溶液 到 1,2,3 和 4 试管 中 起 
始 反应 ; 

6. 在 加 入 底 物 后 , 混 匀 每 管 的 内 含 物 , 在 室温 下 保 温 15 
分 钟 . 

在 保温 时 间 的 最 后 ,从 一 滴定 管 向 每 一 试管 加 进 汪 毫升 
间 葵 二 酚 - 盐 酸 试剂 以 终止 反应 ， 振 荡 试 管 , 将 它们 放大 一 保 
持 75 一 80”c 的 水 浴 中 准确 地 加 热 10 分 钟 。 然 后 在 冷水 中 冷 
却 试管 ,用 lett 比 色 计 (420 滤 光 片 ) 或 分 光 光 度 计 人 420 毫 微 
米 ? 测 量 每 一 混合 物 的 吸收 率 . 疝 教 师 请 教 仪器 的 正当 用 法 
和 校准 法 , 记 住 要 有 一 个 水 的 空白 . 


结果 和 结论 


记录 读数 (Klett 单位 或 光 密 度 单 位 ) 于 表 38-2 中 。 

由 于 在 设 有 酶 的 存在 下 , 核糖 -5- 磷 酸 转变 为 核 酮 糖 -5- 
磷酸 的 作用 也 缓慢 进行 ,所 以 将 每 个 实验 的 混合 物 的 读数 减 
去 含 经 考 沸 酶 的 混合 物 ( 试 管 3 ) 的 读数 来 计算 酶 的 活性 , 记 
录 下 试管 1 和 试管 2 的 调整 值 于 表 38-2 中 . 

在 总 结 报告 中 应 当 考 虑 酶 制备 中 所 包括 的 步骤 . 例如， 
要 解释 为 什么 用 冷 Tris 缓冲 液 (p 互 7.0) 作 浸 提 介质 ?成 糖 - 
5- 磷 酸 异 构 酶 是 否 是 最 后 浸 提 液 中 唯一 的 酶 ?为 什么 在 酶 测 
定 实验 中 要 包括 混合 物 4 和 5? 
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表 38-2 核 酮 糖 -5- 磷 酸 的 测定 


试 管 号 
处 理 . 或 :测量 

2 | 3 4 5 
间 葵 二 酚 - 联 C1( 毫 升 ) 4 4 4 4 4 
反应 时 间 ( 分 钟 ) 10 10 10 10 10 
玫 lett 出 汪 人 多 着 光 片 ) 
光 密 度 (420 毫 微米 ) 
调整 值 ( 酶 活性 ) 一 二 一 


列 出 一 通 式 以 说 明 核 糖 -5- 磅 酸 酶 促 转变 为 核 酮 糖 -5- 磷 
酸 的 作用 . 详 述 此 反应 是 否 需 要 光 ， 还 是 需要 在 二 氧化 碳 固 
定 作用 中 包括 的 其 他 的 因素 ?此 反应 在 呼吸 作用 和 光 食 作用 
中 的 重要 性 是 什么 ， 

阐明 用 间 杀 二 酚 -盐酸 试剂 检定 核 酮 糖 -于 克 酸 的 作用 中 
包含 的 反应 细节 .此 试剂 是 对 核 酮 糖 -5- 磷 酸 的 特效 检定 , 还 
是 对 二 类 活 泌 的 化 学 基 团 的 特效 检定 ?说 明之 . 

有 什么 更 深入 的 步骤 可 用 来 断然 确定 在 含有 这 酶 制剂 的 
反应 混合 物 中 产生 核 酮 糖 -5- 划 酸 ? 
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实验 39 车 耳 的 光 周 期 


目的 


在 日 照 长 度 敏 感 的 苍 耳 属 〈X2PzAzxz2) 植物 中 研究 开化 
的 光 诱 寻 . 


材料 


32 盆 苍 耳 (入 aztPz27 pe7zz7zsy1ua7zicz7z) 植物 〈 生 长 60 
天 ); 

保持 在 恒定 光照 条 件 下 的 温室 (或 利用 可 控制 光照 的 基 
养 箱 ); 

暗室 ， 用 黑 棉布 遮盖 的 合适 的 暗盒 或 者 根据 处 理 而 盛 放 
植物 用 的 单独 不 透 光 的 小 室 。 


步骤 


A. 苍 耳 种 子 戎 发 与 植株 生长 


对 日 照 长 度 敏感 的 苍 耳 种 子 可 以 在 当年 秋季 从 美国 北部 
收集 来 ; 但 是 如 果 没 有 苍 耳 ,其 他 光敏 感 的 植物 种 子 ( 例 如 紫 
花 牵 牛 ) 也 可 , 这 些 种 子 可 以 从 当地 商人 处 得 到 ， 并 且 根 据 本 
试验 的 一 般 设 计 来 应 用 . 对 苍 耳 所 描述 的 专门 的 光照 与 黑 上 
处 理 必 需 根据 所 用 的 植物 来 改变 . 

播种 前 , 在 4*C 给 苍 耳 一 个 冷 处 理 72 小 时 ,随后 把 它们 
浸 在 蒸馏 水 中 24 小 时 . 预 处 理 后 ,把 种 子 ( 不 需要 去 掉 刺 ) 播 
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在 平坦 的 沙 中 , 深度 约 工 时 . 
当 幼 苗 生 长 超过 沙 面 约 两 时 时 ,把 它们 移 栽 到 土 中 (每 盆 
一 株 幼苗 )， 使 它们 保持 在 连续 灾 光 光照 下 60 天 . 


B. 对 光 诱 导 的 临界 日 照 长 度 


暴露 10 盆 生 长 60 天 的 苍 耳 植物 (每 种 处 理 2 盆 ) 在 如 表 
39-1 所 述 的 光照 与 黑暗 条 件 下 .光照 与 黑暗 间隔 必须 严格 
地 坚持 五 个 周期 天)， 在 这 以 后 将 所 有 的 植株 放 到 连续 的 欧 
光 光照 下 。 一 个 实验 的 植株 的 数量 (每 种 处 理 2 盆 ) 就 足够 用 
以 解释 ,这 只 有 如 果 全 班 的 人 共用 所 得 的 结果 . 


表 39-1 对 光 诱 导 的 临界 日 照 长 度 


光照 | 黑暗 | 周期 数 班 的 结 果 * 
(小 时 /周期 ) | (小 时 /周期 )| (天 ) 本 
也 = 10 训 攻 - 日 
卫 -2 15 9 5 
B-3 1532 8312 5 
卫 -4 16 8 5 
也 =5 20 4 5 


* “用 一 个 平均 值 作 为 班 的 结果 ， 这 是 按照 叙述 在 结果 部 分 的 方法 芋 与 2 来 
测定 的 
 G. 对 开花 必需 的 诱导 周期 数 


暴露 12 盆 生 长 60 天 的 仓 耳 植株 在 如 表 39-2 所 述 的 光 
照 与 流 暗 周期 下 。 

当 植 物 在 试验 条 件 所 规定 的 周期 下 骑 露 后 , 将 它们 放 回 
到 长 日 条 件 的 光照 下 . 
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表 39%-2 对 开花 必需 的 诱导 周期 数 
还 照 王 3 暗 


盆 ”号 
《小 时 /周期 )| (小 时 /周期 ) 

C-1 24 0 5 
G-2 8 16 工 
C-3 8 16 
C-4 8 16 3 
C-5 8 16 和 
C-6 8 16 5 


* 用 一 个 平均 值 作为 班 的 结果 ， 这 是 按照 叙述 在 结果 部 分 的 方法 于 与 2 来 


表 39%-3 ” 光 诱 导 的 受 体 


二 届 本 植物 的 状态 
1 2 
D-1 | 摘除 全 部 叶片 8 -16 5 
D-2 | 除 一 片 叶 外 〔〈 保 8 16 5 
留 第 三 片 叶 ) 幸 
摘除 全 部 叶片 
卫 -3 一 | 整 株 植 物 8 16 5 
D-4 “| 整 株 植物 24 0 5 
D-5 物 ， 24 0 5 
用 一 张 不 透 光 
的 银 箔 盖 住 一 片 
叶子 (第 三 片 ) 每 
天 从 上 午 5: 00 盖 
到 下 车 9:00 


* 第 三 片 叶子 从 中 脉 基部 到 顶端 的 长 度 必需 约 7 一 9 厘米 并且 是 从 第 工 张 
最 小 的 ,长 于 工 厘米 的 时 片 开始 以 后 的 第 三 片 最 大 的 叶片 : 
** ”用 一 个 平均 值 作 为 班 的 结果 ， 这 是 按照 叙述 在 结果 部 分 的 方法 工 与 2 来 
测定 的 . 
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D, 光 族 导 的 受 体 

骏 露 10 盆 苑 耳 植 株 ( 每 种 处 理 2 盆 ) 到 指 示 在 表 39-3 中 
的 光照 与 黑暗 要 求 约 5 个 周期 ， 然 er 
照 条 件 下 . 


结果 与 结论 
昔 耳 开花 的 光 诱 导 可 以 通过 十 下 面 任何 一 个 方法 或 者 将 每 


阶段 8 
00 05 10 毫米 
工 


标 准 
营养 生长 . 茎 端 相 对 扁平 和 小 ; 
首先 清楚 地 看 到 茎 端的 膨胀 
花 原 端 至 少 高 与 宽 相等 ,但 基部 还 没有 收缩 ! 
花 原 端 基部 收缩 ,但 还 看 不 到 花 原 基 ! 
首先 看 到 花 原 基 , 盖 善 住 花 原 端 下 部 去 处 ， 
花 原 基 盖 住 伦 原 端 从 去 至 呈 ? 
伦 原 基 盖 住所 有 的 部 语 : 除 花 原 端的 顶部 ! 
花 原 端 完全 被 花 原 基 盖 住 ,' 有 一 点 短 柔 毛 
0 ,并 雪 现 吕 花 部 的 其 知 分 化 ,型 消 二 呆 基 下 
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图 39-1 开花 期 与 它们 项 全 的 标准 
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一 处 理 的 重复 再 分 开 用 两 种 方法 来 测定 ， 班 的 结果 可 以 共用 
作为 适当 的 说 明 . 

1。 顶 芋 开 花期 的 测定 : 

试验 开始 后 10 天 ,在 双 简 解 剖 镜 下 检定 每 棵 植 铬 的 闫 | 
根据 图 19-1 所 给 的 图 解 与 规格 记录 发 育 的 阶段 . 

所 用 的 阶段 如 指导 所 指示 的 ,如 果 观 察 到 中 间 的 阶段 ,你 
自己 作 补充 ,而且 完 成 全 部 的 工作 量 ,在 所 给 的 表 中 填 上 班 的 
结果 . 

2. 每 种 处 理 开花 植物 的 百分率 : 

光 诱导 后 四 至 五 星期 ， 检 查 植株 并 记录 每 株 植物 开花 的 
百分率 和 (或 ) 每 种 处 理 开 花 植株 的 百分率 。 记录 整 班 的 结 
果 . 

交 出 你 的 关于 临界 日 照 长 度 对 苍 耳 开花 必需 的 诱导 周期 
数 与 光 诱导 受 体 的 结论 

苍 耳 被 鉴别 为 短 日 照 的 还 是 长 日 照 的 开花 植物 ?解释 你 
的 答案 . 

除 从 本 试验 中 所 得 出 的 一 般 结论 外 ， 讲 出 在 长 日 照 与 短 
日 照 开花 植物 中 与 开花 发 端 有 关 的 当前 一 般 的 概念 . 
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实验 40 “燕麦 胚芽 鞘 延 长 
的 光 可 地 控制 


目的 


表明 在 燕麦 胚芽 鞘 中 与 生长 反应 有 关 的 一 种 光敏 色素 的 
红 光 、 远 红 光 , 光 可 逆 控 制作 用 . 


材料 


130 株 燕 麦 (4zemza satzva 工 “Glintland7) 幼 曾 〈3 天 大 
小 ); 

40 毫升 0.1 M 磷 酸 缓冲 贮备 液 (10.9 克 KHzPO4 与 2.8 
克 NazHPO4 溶解 在 蒸 馅 水 中 并 稀 杰 到 1 工 升 7) 

1.5 克 蔗 糖 ; 

12 个 烧杯 (50 毫升 ); 

12 片 铝箔 (每 请 3 时 见方 ) 

克 甩 : 

米 斥 ( 训 米 ); 

小 伞 或 钴 子 ; 

红 光 光源 ( 见 书后 附录 ); 

远 红 光 光 源 ( 见 书后 附录 六 

解剖 显微镜 。 


步骤 
A. 幼苗 的 制 各 


衣 大 约 50 一 75 毫升 燕 麦 种 子 到 两 倍 于 它们 体积 的 含有 
0.05% Tveen-20( 容 量 /容量 ) 的 燕 馅 水 中 ,30 分 钟 . 当 种 子 吸 
涨 时 ,将 大 约 ,150 克星 石 盛 在 一 个 塑料 盘 内 ( 约 12x 8x 4 时 )。 
用 600 毫升 水 湿润 赋 石 ,并 彻底 混合 . 

: 当 种 子 准备 播种 时 , 鹃 干 种 子 , 把 它们 均匀 地 搬 在 败 石 的 
表面 。 盖 住 盘 以 防止 蒸发 ,并 将 它 放 在 一 个 25*c 的 暗室 内 ; 
幼 雷 将 在 播种 72 小 时 后 准备 应 用 . 


了 B.， 茂 藉 - 缓 冲 介 质 


用 燕 馏 水 稀释 40 毫升 贮备 的 缓冲 液 (0.1 M 磅 酸 缓冲 液 ) 
到 200 毫升 稀释 了 5 倍 的 溶液 p 互 约 为 6.0 二 6.4.。 溶解 1.5 
死 蔗糖 到 00 毫升 的 稀 缓 冲 中 .分 别 将 5 毫升 芒 糖 缓冲 液 
装 在 412; 全 烧杯 中 ,用 铝 销 盖 住 烧杯 


G. 胚 荐 鞘 切 段 切取 、 照 射 与 培 闫 


“二 下 面 全 部 步骤 包括 植物 材料 的 处 理 必 须 在 黑暗 中 完成 或 
者 在 瞳 绿色 的 安全 灯 下 完成 . 

在 瞳 室 中 (那里 生长 着 幼苗 ) 工 作 在 一 个 瞳 绿 色 的 安 估 灯 
王 * 类 130 株 幼 苗 目 切割 下 胚 伪 鞘 的 顶端 5 厘米， 要 完成 这 
个 步 又 ,首先 从 蚂 石 上 拔 出 少量 幼苗 ,除去 多 佘 的 凤 石 并且 用 
你 的 手指 将 幼苗 分 开 , 将 幼苗 放 到 毫米 尺 上 ,将 顶部 放 在 相当 
的 记号 上 ,用 刀片 在 胚 伞 精 顶 下 5 毫米 处 切断 ,如 每 5 毫米 段 
切 完 了 ,把 它 放 在 一 个 开口 的 培养 严 中 ,其 中 含有 三 些 没有 意 
糖 的 稀释 的 缓冲 液 ,每 一 株 幼苗 只 切 一 段 ， 
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当 你 已 收集 了 130 段 , 在 12 个 烧杯 中 , 每 杯 放 10 段 ， 根 
据 下面 的 设计 照射 这 些 段 . 

1。 暴 圳 烧杯 3,4,7,8,9,10,11,12 在 红 光 下 5 分 钟 ; 

2. 暴露 烧杯 从 5 至 12 在 远 红 光 下 5 分 钟 ; 

3. 暴露 烧杯 从 9 至 12 在 红 光 下 5 分 钟 ; 

4.。 暴露 烧杯 11 和 12 在 远 红 光 下 5 分 钟 . 

当 单一 光 处 理 时 ， 一 定 要 使 那些 不 照 光 的 烧杯 保存 在 完 
全 黑暗 下 (在 抽 屠 里 或 不 透 光 的 盒子 里 )。 当 最 后 的 光 处 理 
完 , 再 把 所 有 的 烧杯 盖 上 , 并 且 把 它们 保存 在 完全 潜 暗 中 过 夜 
(最 好 约 18 一 20 小 时 ). 

用 解剖 镜 测 定 保 存在 培养 亚 中 10 段 的 长 度 , 并 测定 它们 
的 长 度 接近 到 0.5 毫米 .这 个 步骤 可 以 在 试验 室内 完成 。 平 
均 10 段 的 长 度 , 记录 此 值 作为 这 些 段 最 初 的 长 度 . 


D. 照射 与 培养 后 切 段 的 测量 


当 处 理 的 与 对 照 的 切 段 在 归 定 的 时 间 内 培养 后 ， 把 它们 
放 到 试验 室 并 用 解剖 镜 来 测量 。 根据 下 面 的 公式 测定 每 一 种 
处 理 的 生长 增 量 ; 

生长 增 量 = 志 :一 过: 

这 里 工 ;表示 在 培养 后 每 一 组 试验 切 段 的 长 度 , 而 二: 表示 
从 10 段 开始 试验 时 所 测定 的 平均 长 度 (Z 在 所 有 计算 中 取 同 
一 数值 入 

根据 表 40-1 所 指 的 步骤 , 计算 每 个 处 理 的 总 的 与 平均 生 
长 增 量 和 标准 误差 . 

测量 与 计算 ， 


结果 和 结论 
除 表 40-1 外 , 用 曲线 来 说 明 结 果 ， 在 纵 坐 标 上 指出 平均 
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蒜 祥 这 : S 南 襄 歌 避 时 本 
呈 罗 村 天 
DO 一 (z%) 习 三 大 区 三 芭 | 税种 炎 下 天 于 如 人 本 奔 本 闻 
尖 了 = 了 7D 9 浴 园 开 好 
CG 必 IC)=z(X 裤 ) z(% 习 ) 丝 膏 虎 系 本 要 旺 
纺 人。 "2% 十 oz% 十 o% 一 (ga%) 区 | (zx%) 父 屁 膏 明和 芷 本 材 导 涪 书 淡 下 
2 < 枉 阔 / 盟 果 本 轴 机 由 汗 书 
和 纺 和。 二 YY%S % 区 屁 沿 衣 〈 米 审 ) 政 慰 首 再 
FE DT FF 有 0 一 人 村 并 当 镍 蜂王 阔 盘 
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狠 各 : 性 下 


莫 说 和 歌 上 又 明 下 导 斗 种 妍 本 T- 叶 和 从 
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生长 增 量 ,对 痢 横 坐 标 上 不 同 光 处 理 ， 
根据 光敏 色素 对 红 光 与 远 红 光 的 可 逆反 应 ， 解释 你 的 关 
于 生长 反应 方面 的 结果. 


参考 文 献 


Hillman，VW. S. 1967。The physiology of phytochrome， -47u 及 ev. 
了 ant 卫 Pyszol. 18: 301 一 324.。 

Hoepkins，W. G. and W. 3$. Hillman. 1965. 卫 hytochrome _ changes 
in tissues of darkgrown seedlings Tepresenting -Various Photoperiodic 
classes。4mer.。 JJ。 Bota7zy 52: 427 一 432。 

Hopkins，W. G. and W. 3 Hillman。. 1965.- 及 espoiise of excised 
Avena coleoptile segments to red and far-red lighbht. Planzta 65: 157 一 
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试验 .41 激动 素 与 光 对 葛 昔 种 子 
萌发 的 影响 


目的 
观察 数 动 素 、 红 光 与 远 红 光 对 黑暗 中 芮 芒种 子 萌 发 的 影 
响 . 


材料 


.350 粒 芮 昔 种 子 (Zactuca sativa 工 .Grand Rapids)) ? 

2 种 激动 素 溶液 (2 毫克 / 升 与 10 毫克 / 升 ; 重量 /容量 ); 

7 个 培养 加 [每 下 盛 有 3 片 (9 厘米 ) 滤 纸 ]; 

铝箔 (或 黑 棉 布 ); 

暗室 ; 

2 个 小 硬 纸板 盒 (任何 不 透 光 的 容器 ,可 置 放 与 运送 培养 
四 ); 

绿色 安全 籽 ( 见 书后 附录 ); 

红色 光源 ( 见 书后 附录 ); 

远 红 光 光源 ( 见 书后 附录 ). 


步骤 


_A. 植物 材料 


为 了 保证 有 一 个 比较 均匀 的 萌发 反应 ， 试 验 前 将 干 的 万 
萌 种 子 (ZLactxvca satioa .Grand Rapids) 培 养 在 35 一 37”C 
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B. 种 子 的 化 学 与 光 处 理 


将 贴 好 标签 的 7 个 培养 下 每 个 都 填 上 着 纸 3 张 (9 悍 
米 )， 随 后 ,根据 表 41-1 每 个 四 中 加 5 襄 升 水 或 激动 素 溶 入 ， 
每 四 播 上 50 粒 芮 音 种 子 . 盖 上 培养 四 并 用 铝 稍 或 黑 棉布 包 
上 . 为 了 得 到 成 功 的 结果 , 吸 的 种 不 能 骏 露 在 任何 光 下 , 除 
非 有 另外 的 说 明 . 在 每 个 培养 上 贴 上 纸 条 作 记 号 〈 根 据 你 
自己 的 记号 系统 ), 因而 在 暗室 的 绿色 安全 灯 填 能 分 辨 出 每 个 
培养 四 来 . 

表 41-1 激动 素 . 红 光 和 远 红 光 对 万 曹 种 子 萌发 的 影响 ” ， 


培养 四 | 试验 溢 湾 、。， | 萌发 百分数 
号 ”和 码 (毫克 / 升 ) 光 . 处 ， 悍 | 和 | 62) 


水 老 

2 激动 素 (2) 无 

3 激动 素 (10) 于 

4 水 红 (8 分 钟 ) 

5 水 红 〈8 分 钟 ) 接 
着 远 红 (8 分 钟 ) 

6 水 远 红 (8 分 钟 ) 


激 动 素 (10) 远 红 (8 分 钟 ) 


” 每 个 培养 四 播 50 粒 种 子 . 


培养 四 1,2 与 3 放 在 一 个 容 妖 内 ， 将 它们 在 整 个 试验 期 
间 (48 小 时 ) 都 保存 在 黑暗 中 . 培养 四 4 一 7 放 在 即 一 个 容 辟 
内 ,县 起 来 从 底 到 顶部 的 次 序 为 7,6,5 和 14. 

将 两 个 容器 都 保存 在 黑暗 中 ， 而 后 开始 的 全 部 操作 必须 
在 黑暗 中 完成 。 下 列 过 程 能 够 在 绿色 安全 灯 下 操作 ， 必 须 注 
意 即 使 暗 绿 色 的 光 也 将 促进 激动 素 对 钠 意 种 子 的 萌发 作用 
(Miller, 1958) ， 
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在 浸泡 最 后 16 小 时 的 时 候 ,将 四 4 与 四 5 从 盒子 里 取出 
来 ,在 黑暗 中 打开 盖子 ,然后 把 种 子 暴 露 在 红 光 下 8 分 钟 . 

红 光 照射 后 , 单 把 培养 亚 4 盖 起 来 ,再 包 好 . 在 同样 情况 
下 ,将 严 5,6 和 7 中 的 种 子 暴 露 在 远 红 光 下 8 分 钟 . 再 将 所 
有 的 培养 亚 放 回 到 完全 黑暗 中 直到 试验 完毕 . 

.从 实验 开始 到 48 小 时 结束 时 ,， 拆 开 所 有 的 培养 下, 并且 
在 试验 室 中 计算 每 个 培养 秋 中 十 发 种 子 的 数目 .在 表 41-1 中 
记录 每 种 处 理 的 种 子 翰 发 数目 与 百分数 .因为 激动 素 在 所 用 
的 请 度 中 抑制 胚 根 延 长 ,凡是 一 粒 种 子 的 胚 的 任何 部 分 突破 
种 皮 , 可 以 看 作 是 萌发 . 


结果 和 结论 


将 你 的 报告 结果 填 在 表 41-1 中 ,并 且 用 一 个 适当 的 线 型 
图 来 表示 出 各 种 激动 素 以 及 光照 处 理 与 萌发 百分数 的 关系 . 
为 了 统计 ， 汇 总 全 班 的 结 有 末 ， 将 得 到 更 多 的 资料 . 

关于 在 沪 暗 中 激动 素 ` 红 光 与 还 红 光 对 芮 童 萌发 的 效应 ， 
用 文字 说 明 作 一 个 讨论 . 

应 卷 虑 到 包含 在 光 效 应 中 的 色素 系统 以 及 任何 可 能 的 机 
制 包含 着 激 动 素 对 芮 音 种 子 荐 发 的 作用 . 


参考 文 献 


Boaiwack BA AS- 卫 ， 型 eandzicks，M. W，。Parker， 卫 。 了 .Toojle， 
and V.。 玉 . Toole. 1952.。 A reversible photoreaction controlling seed 
germinatien. 忆 roc.JVat. 4cad. cz U. 3. 38: 662 一 666 . 

Baorthwick， 瑟 . A.，S$， 了 Hendricks, 卫 . 百 . Toole, and V。 下 . Toole. 
1954。Action of light on lettuce seed germination. Bot。 Gaz。 115: 
205 一 225。 

Devljin; 及 . M， 1966。 Plant Physiology. Reinhold Publ. Corpb。， 
New York， PPpP. 523 一 527 . 

Elint， 上 . 百 . and 卫 . D. McAlister. 1937。VVavelengths of radiation 
in the Visible spectrum Promoting the germination of 1ght sensitive 
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dicity. In: A. CO. Giese (上 Ed.) Photophysiology. Acadermic Pressi New 
ork. pp. 305 一 331. 

Meyer，B. 3.，D. B. Anderson，and 及 . 豆 . Bohning. 1960。 了 D. Van 
Nostrand Co.， 和 .，Princeton，New Jersey. PPp. 510 一 528-. 

Miller，C. DO 1956. Similarity of some "kinetin and Me 
effects. 也 /amrt 卫 jPshsiol. 31: 318 一 319. 

Miller，C. 9Q. 1958. The relationship of the Kinetin and red- -lght 
priromotions of lettuce seed germiination by6=(substituted) thiopurines. 
4rc 几 Brochemm。，Bropp2os、65. 

Skinner，C. G.，J. 及 .Cjlaybrook， 了 . 卫 ，Talberzi and” W .Shive. 
1956。 Stimulation of seed germinatiomn by 6-(substituted) thiopurizes: 
4rc 几 .Biocpnem，Bzoppos，65: 567 一 569. 人 

Toole， 卫 . 了 .，S. 也 .再 endricks, 百 . A. Borthwicky and Vs 天、 下 5ole) 
1956. ea of seed _ germination. 47z7z. 及 ev, 王 Jant Pgysiol. 7: 299 一 
324。 

VVithrow， 及 . B. (Ed.) 1959。 了 Photoperiodlsm and 有 Related = 
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矿 asjpzmgtor， 也 C. 55: 89 
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实验 42， 化 学 物质 对 芮 昔 种 子 
萌发 的 作用 


目的 
测定 各 种 化 学 物质 对 黄 昔 种 子 发 全 的 作用 . 


材料 


1 450 粒 葛 昔 (Zuctuca satipa 二 Grand Rapids) 种 子 ， 
9 套 培 养 亚 ( 肆 着 滤纸 圆 片 ); 
7 支 移 沪 管 (5 毫升 ,刻度 的 ); 
下 列 水 溶 沪 ; 
香 豆 素 (5 毫克 /100 毫升 )， 
硫 逐 (125 训 克 /100 毫升 )， 
尿素 (125 毫克 /100 毫升 )， 
放 线 菌 素 D(5 毫克 /100 训 升 )， 
2,4- 滴 67 毫克 / 升 )， 
2 村 三 硝 基 酚 (125- 毫 克 /100 毫 升 ); 
2 个 定 温 箱 (调节 在 20"0 和 32"c). 


步 最 


《实验 前 将 种 子 在 37"C 下 贮存 3 天 ， 可 以 保证 有 比较 均 
一 的 发 车 ). 

在 培养 下 上 标记 上 号 码 1 一 9 ,并 在 每 一 培养 秋 的 底部 放 
一 张 着 纸 圆 片 - 然后 在 每 一 血 中 放 .50 粒 万 昔 种 子 并 用 移 液 
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管 移 入 4 毫升 下 列 溶 芒 ， 
培养 严 溶液 及 浓度 
1 蒸馏 水 
香 豆 素 (5 训 克 /100 守 升 ) 
硫 脲 (125 毫克 /100 毫升 ) 
尿素 (125 毫克 /100 毫升 ) 
放 线 菌 素 D(5 毫克 /100 毫升 ) 
2,4- 滴 (7 毫 死 / 升 ) 
2,4- 二 硝 基 酚 (194 毫 殉 / 升 ) 
蒸馏 水 
9 硫 逐 (125 毫克 /1100 蓝 升 ) 
使 种 子 吸 涨 溶液 30 分 钟 并 用 红 光 照射 (可 用 两 层 红 玻 璃 
纸 包 在 一 个 红色 荧光 灯 上 ). 
将 培养 了 1 一 7 号 放 在 20"c 的 定 温 箱 :中 : :把 8 一 9 号 放 
在 32*c 定 温 箱 中 。 种子 发 菠 17 一 24 小 时 后 ;统计 每 一 培养 
四 中 种 子 发 芽 的 数目 . 


ce ~ 人] 中 中心 山 己 


结果 和 结论 
将 得 到 的 数据 填 在 表 42-1 中 . 
表 42-1 万 苔 种 子 发 芽 情 况 


A 亲 丰 | 播 人 的 审 籽 ”| 发 车 的 种 季 | -发 于 册 生 和 
数 “” 目 | 数  ， 泪 十 天 分 数 下 酒 ?分 数 


办 宁 纪 由 由 己 广 
QO 
乙 
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En se 


在 结论 中 评价 和 解释 从 这 个 实验 中 得 到 的 数据 ， 倘 若 要 
统计 以 上 的 结果 ,可 使 用 全 班 同学 的 实验 结果 


参 考 ' 文献 


Devlin， 及 . M. 1966。 Plant Physiology. Reinhold Publ. Corp.， 
New York，Ppp. 515-540。 

oller，D. 1959。Germination， Secz。 417zer。200 (4):75-84 . 
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Mayer，A，M. and A. Poljakoff-Mayber. 1963. The _ Germination 
of Seeds. Macmillan Co.，Nevw York. 

Neyee se S。D.， 了 ， Anderson，and 及 ， 互 . Bohning. 1960。Intro- 
duction to Plant Physiology. D. Van Nostrand Co.，JInc.，Princeton， 
New Jersey. pp. 510-528. 

工 hompson， 有 .COC.。 and VVY. 了 .Kosar。1938。 Tbhe germination of 
Jettuce seed stimujlated py cheimical treatment. Science 87:218-219. 

Varner, J. 卫 . 1965. Seed development amnd germination。 Ia: 丁 . 
Bonner and JJ. 下 . Varner (上 ds.) Plant Biochemistry. Academic Press， 
New York and 革 ondon. ppP. 763-792。 
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实验 43 向 光 性 


目的 


天 和 的 机 和 只 于 大 和 
光 性 的 影 


材料 


70 粒 燕 麦 种 子 (4zera satzva L.“Victory") ,常用 的 品种 
大 多 数 均 可 用 来 作 实验 .但 是 , 晚 熟 的 品种 如 胜 利 ; 三 十 世 
纪 、 小 仔猪 和 白俄罗斯 ,更 敏感 一 些 ; 
100 毫升 Tween-20 水 溶液 (0.05% , 容量 /容量 ); 
2 个 玻璃 缸 ( 底 部 铺 一 层 湿 棉花); 
铝箔 套 (5 训 米 长 ); 
2 个 硬 纸 盒 ( 大 小 要 能 放 和 人 1L 个 玻璃 缸 ); 
定 距 刀 片 〈2 个 双 面 刀片 ， 刀 片 的 一 面 代 入 一 个 软木 塞 
2 刀片 相隔 一 已 知 距离 ) ; 
喇 | 品 乙酸 羊毛 脂 (1% ,重量 /容量 ); 
光源 (40 瓦 灯泡 ) 。 


本 


步骤 


A. 种 子 萌发 


70 粒 燕麦 种 子 在 为 其 体积 两 倍 的 蒸馏 水 中 浸泡 60 分 钟 ， 
蒸馏水 中 加 入 0.05%Tween-20( 容 量 / 容 量 )。 将 30 粒 浸 汽 
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过 的 种 子 播 人 玻璃 红 (1 号 ) 底 部 的 温 棉 花 上 ,剩余 的 2 和 粒 种 
子 播 和 人马 一 个 底部 也 有 一 层 湿 棉花 的 玻璃 仙 (2 号) 内. 把 玻 
璃 代 盖 好 ， 机 保持 黑暗 ， 直到 胚芽 鞘 高 约 2 
厘 水 。 


B. .向 区 | 性 与 胚 荐 精 项 类 


在 暗室 内 微弱 红 光 下 处 理 1 号 玻璃 生 内 的 胚 墓 精 ， 处 理 
如 下 《没有 暗室 时 ， 可 以 在 实验 室内 非常 微弱 的 光 下 进行 操 
竹 沪 

10 个 胚 荐 精 的 顶尖 用 铝箔 作 的 5 毫米 长 的 小 套套 上; 

将 10 个 胚芽 辅 的 顶尖 切 去 2 一 3 毫米 ,其 余 的 10 个 胚 基 
精 保 持 完整 

盖 好 发 璃 拭 , 放 入 硬 纸 盒 一 端 近 中 心 的 部 位 , 硬 纸 侣 内 六 
成 黑色 ; 硬 纸 使 用 胶 纸 带 封 好 ,使 光线 不 能 透 入 

在 硬 纸 盒 没 有 放 臻 璃 缸 的 一 端 , 距 底 10 厘米 高 处 , 控 -- 
小 洞 ( 面 积 约 为 1 平方 厘米 ) ,调节 硬 纸 盒 的 位 置 ,使 光线 通过 
小 洞 进入 硬 纸 盒 内 ; 

连续 单 侧 光 处 理 48 小 时 后 ,打开 硬 纸 盒 ,检查 胚芽 辅 , 观 
察 胚 荐 精 的 位 置 与 人 射 光 的 关系 . 

观察 


G_ 串 唆 已 酸 CIAA) 在 向 光 性 上 的 作用 

全 部 操作 在 暗室 中 红 光 下 进行 。 如 果 没 有 瞳 室 ， 可 在 微 
弱 光线 下 ,快速 进行 以 下 操作 

将 30 个 胚 攻 精 每 个 项 尖 切 去 2 一 3 毫米 ， 用 1XTAA 羊 
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毛 脂 (重量 /重量 ) 涂 在 10 个 切 去 顶尖 的 胚 伞 鞘 的 一 侧 ， 从 顶 
端 一 直 涂 到 基部 ( 涂 药 的 一 侧 , 背 离 单 侧 光 )。 用 同样 方法 ,把 
IAA 羊毛 脂 涂 在 10 个 切 去 顶尖 的 且 茸 藉 癌 光 的 一 侧 、10 个 
切 去 顶尖 的 胚 李 鞘 不 涂 药 . 留 10 个 整体 幼苗 。 

与 3 项 相同 ,把 玻璃 缸 放 入 硬 纸 盒 内 ,使 幼苗 姑 露 在 单 侧 
光 下 。 光 处 理 48 小 时 后 , 打开 硬 纸 盒 , 检查 豚 芽 藉 。 记录 胚 
榨 鞘 的 位 置 与 人 射 光 的 关系 。 

观察 ; 


结果 和 结论 


用 表格 表明 实验 结果 并 对 向 光 性 的 生长 素 理论 作出 评 
价 。 是 否 这 一 理论 是 所 有 向 光 性 反应 的 一 种 适当 的 解释 ? 
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实验 44 向 地 性 


目的 
用 玉米 幼苗 研究 向 地 性 及 根 尖 的 功能 . 


材料 


50 一 60 个 萌发 的 玉米 种 子 ( 见 步骤 A 项 ); 
广 口 瓶 ; 

纱布 ; 

2 个 电池 用 玻璃 缸 ; 

土壤 (能 装 满 两 个 电池 用 玻璃 红 的 量 ) 


步骤 


A. 种 子 萌发 


将 50 一 60 粒 玉米 种 子 装 和 一 个 广 口 瓶 , 用 自来水 浸泡 数 
小 时 。 倒 去 瓶 中 的 水 ,用 自来水 冲洗 几 次 ,再 用 几 层 丝 布 把 瓶 
口 盖 住 ,用 细 强 扎 紧 。 然后, 把 瓶子 倒置 在 水 槽 内 ,使 它 不 直 
接受 到 阳光 。 每 天 用 目 来 水 冲洗 数 次 ， 直 到 有 些 胚 芷 攻 长 到 
1 一 2 厘米 长 .一 部 分 种 子 继续 处 理 一 段 时 间 ， 使 幼苗 的 根 长 
到 3 厘米 左右 。 
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B. 向 地 性 


电池 用 玻璃 缸 内 装 和 半生 湿 土 ， 播 入 20 粒 戎 发 种 子 ( 胚 
芽 鞘 长 1 一 2 厘米 )。 要 能 透 过 玻璃 看 到 根 尖 和 胚 苛 藉 。 种 子 
以 不 同方 式 放置 在 土壤 上 ,使 三 分 之 一 的 种 子 的 根 向 下 ;三 分 
之 一 的 根 向 上 ;其 余 的 种 子 根 横着 放 , 

播 好 后 , 盖 上 温 土 ,放置 在 漫 射 光 下 。 玻 璃 缸 外 面 用 铝 箱 
包 好 ;每 次 观察 后 , 仍然 包 好 .; 在 植物 生长 过 程 中 7 观察 根 及 
胚 苯 鞘 的 表现 . 

观察 ; 


G. 根 炎 和 向 地 性 弯曲 


选择 高 约 3 厘米 带 根 的 玉米 鱼 20 株 ， 将 10 株 玉米 苗 的 
根 尖 2 毫米 〈 用 锋利 的 刀片 ) 切 去 .玻璃 缸 内 装 和 人 半 纪 混 
砂 ， 把 幼苗 摆 在 玻璃 缸 壁 与 湿 砂 之 间 , 把 根 沿 水 平方 向 放 好 ; 
10 株 完整 幼苗 〈 根 长 3 厘米 ) 也 以 同样 方式 放 好 ,用 慢 砂 装 满 
玻璃 缸 。 玻璃 缸 用 铝箔 包 好 ,每 次 观察 后 , 仍 需 包 好 . 

几 天 之 内 随时 观察 根 尖 的 表现 ， 

观察 


结果 和 结论 
叙述 整体 幼苗 和 去 根 尖 的 幼苗 ， 在 生长 上 有 些 什 么 差 
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异 ? 解释 根 尖 与 生长 素 在 向 地 性 中 的 作用 的 主要 理论 是 什 
么 ? 
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实验 45 燕麦 胚芽 鞘 切 段 试 法 
(生物 鉴定 的 基本 方法 ) 


目的 


说 明 用 于 生长 素 的 一 种 生物 鉴定 的 技术 , 并 研究 中 唆 乙 
酸 对 于 燕麦 胚 李 东 切 段 生 长 的 作用 . 


材料 


50 棵 燕麦 幼苗 (vemza satiza 工 . Victor) 生长 在 黑暗 
之 中 ， 并 在 预定 的 实验 课 以 前 准备 好 〈 匈 步骤 A 项 ) 

100 毫升 次 氯 酸 钠 溶 该 (126); 

100 毫升 含有 22% (重量 /容量 ) 虐 糖 的 KH?PO4 (0.01 
M) 组 种 液 (PH4.5); 

暗室 (25 一 26"C 和 大 约 85% 的 相对 湿度 ); 

灯 ( 配 有 10 瓦 的 红 灯 泡 ); 

10 个 培养 四; 

切 段 的 工具 (由 互相 平行 .间隔 为 6 毫米 宽 的 两 个 刀 上 做 
成 ); 

杀 子 ; 

10 片 显 微 镜 载 户 ; 

解剖 镜 ; 

尺 ( 刻 度 到 0.1 毫米 ). 
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步骤 


A. 种 子 戎 发 和 幼苗 生长 


60 粒 燕 麦 种 子 (Lverza sativa [. “Victory) 在 工 % 次 所 
酸 钠 溶 液 中 消毒 5 分 钟 . 用 水 彻底 的 谭 洗 之 后 , 把 种 子 诅 泡 
在 无 菌 水 中 约 1 小 时 . 

将 消毒 种 子 播种 在 有 蚂 石 的 盘 中 , 在 黑 暗中 生长 , 刘 度 
25"C， 相 对 湿度 约 85%. 为 了 提 高 幼苗 对 于 生长 素 的 敏感 
性 ,幼苗 也 可 以 在 连续 的 低 强 度 的 红 光 下 萌发 (用 10 瓦 的 红 
灯泡 ). 


B. ,胚芽 鞘 切 段 试 验 ( 切 段 的 操作 必须 在 暗室 中 微弱 的 红 
光 下 进行 ) 

在 种 子 播种 72 小 时 之 后 ( 胚 梓 鞘 长 度 约 25 一 30 训 米 )， 
用 切 段 工具 制备 50 个 胚 李 鞘 的 尖端 下 面 的 切 段 (6 毫米 长 ). 
每 一 切 段 上 部 的 切面 距 所 选择 的 胚 梓 鞘 尖 正好 -3 训 米 . 

切 后 立即 将 切 段 放 和 人 含有 2 %-( 重 量 /容量 ) 蔗糖 的 0.01 
M KH?PO4 缓冲 液 (P 了 互 4.5) 中 . 这 个 溶液 以 后 就 为 基本 培养 
基 : 将 切 段 浸 移 在 基本 培养 基 中 至 少 工 小 时 , 洗 去 内 源 的 生 
长 素 . 浸泡 后 ,在 装 有 .20 毫升 下 列 试验 溶液 ( 共 两 组 ) 的 每 一 
个 培养 下 中 放 5 个 切 段 : 

1.、 基 本 培养 基 ; 

2. 基本 培养 基 十 IAA(10-7MD); 

3. 基本 培养 基 二 IAA(10-6MD); 

4 二 基本 培养 基 ++IAA(10 MD 

5. 基本 培养 基 +IAA(10-M) . 

切 段 在 溶液 里 黑暗 培养 10 小 时 后 ,测量 一 组 切 段 的 长 
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度 . 培养 20 小 时 之 后 ,测定 另 一 组 切 慌 的 长 度 . 
将 每 一 个 处 理 的 切 段 移 到 载 玻 片 上 ,加 一 滴 培 养 液 ,使 它 
不 至 干燥 . 用 配 有 目镜 测 微 尺 的 解剖 镜 或 用 具 刻 度 的 厘米 尺 
测量 切 段 的 长 度 , 精确 到 约 0.1 这 米 . 
观察 


结果 和 结论 ， 


求 出 每 个 处 理 的 切 段 的 平均 长 度 ， 包 括 培养 在 只 有 基本 
培养 基 ( 对 照 ) 的 切 段 的 平均 长 度 。 为 了 测定 生长 素 所 引起 的 
生长 的 量 ， 从 生长 素 处 理 的 切 段 的 平均 长 度 中 减 去 对 照 切 段 
的 平均 长 度 . 将 增长 的 长 度 对 着 生长 素 浓度 的 对 数 绘 一 条 剂 
量 反 应 曲线 . 

总 引 对 报告 应 讨论 IAA 对 手中 攻 攻 切 恨 生长 的 作用 以 及 
本 试验 的 专 一 性 和 灵敏 度 : 
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实验 46 ”和 臂 开 的 豌豆 葵 弯 曲 试 法 
(生物 鉴定 的 基本 方法 ) 


目的 


研究 生长 素 生 物 鉴 定 的 必 一 种 方法 ， 并 说 明 臂 开 吏 豆 葵 
不 同 的 生长 反应 . 


材料 


30 棵 吏 豆 幼苗 (Pisxza satzuza 工 Alaska， 生长 在 里 瞳 
中 8---10 天 , 见 步 骤 A 项 ) ; 

4 种 浓度 的 中 唆 乙 酸 溶液 (每 种 30 毫升 , IAA 浓度 : 
10-2M,10-4M, 10-5M,10-6M) ; 

暗室 ( 刘 度 约 25 一 28"C) : 

红 光 (10 瓦 红 灯 袍 ); 

1 个 烧杯 (80 训 升 ); 

5 个 培养 四; 

刀片 〈( 双 刀片 的 切 段 工具 ， 可 以 由 两 把 互相 平行 和 相距 
一 个 所 需 宽 度 的 刀片 做 成 ). 


步骤 


A. 植物 材料 的 准备 (在 实验 课 之 前 完成 ) 


更 豆 种 子 (Pisum satipum LAlaska?) 在 流动 的 自 来 永 
中 浸泡 6 小 时 , 然后 把 种 子 播种 在 砂 盘 中 , 放 在 完全 黑暗 中 约 
8 一 10 天 。 幼苗 一 定 要 按期 谱 水 ， 
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B. 切 其 


在 实验 室 中 收获 幼苗 ， 从 第 三 节 顶 端 以 下 切 下 均一 的 切 
段 (大 约 30 个 ,3 一 4 厘米 长 ) . 

用 刀片 劈 开 每 一 切 段 ( 约 向 下 劈 开 全 长 的 路 )， 放 入 蒸馏 
水 中 ,浸泡 约 30 分 钟 ,以 除去 内 源 生 长 素 . 


5 和 盆 开 的 豌豆 葵 切 段 对 于 叫 吃 已 酸 的 反 启 


将 5 个 臂 开 的 葵 切 段 放 入 盛 有 20 毫升 下 列 溶液 的 培养 
严 中 (每 一 种 溶液 调整 到 pH 5.0)， 

1. 葵 馅 水 ; 

用. IAA(10-2M); 

3. IAA(10-4M); 

4。IAA(10-5MD)， 

司 ， 汪 生 本 全 人 


长 物质 ( 泊 动 素 2 直行- 生长 素 度 应 在 10-2M 
和 10“M 之 间 . 

所 有 试验 溶 溶液 中 的 切 腿 在 黑 瞳 中 丧 养 8 小 时 ， 然 后 观察 
结果 。 由 于 在 6 小 时 之 后 初始 反应 没有 明显 的 变化 ， 假如 需 
要 , 切 段 可 以 培养 更 长 的 时 间 . 

观察 


结果 和 结论 
将 你 对 培养 在 燕 馏 水 和 各 种 生长 素 溶 液 中 的 切 段 的 观察 
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绘图 表示 。 定量 的 估计 也 是 可 能 的 ， 假 如 有 人 制 做 影像 用 的 设 
备 ， 可 按 某 些 文献 所 述 的 技术 进行 . 
在 总 结 报告 中 讨论 反应 的 性 质 和 试验 的 理论 基础 
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实验 47 ”豌豆 上 胚 轴 的 
喧 乙 酸 氧 化 酶 


目的 


从 更 豆 幼苗 的 上 胚 轴 提 取 轧 | 嗓 乙 酸 氧化 酶 并 研究 双 | 嗓 乙 
酸 在 离 体 条 件 下 的 酶 促 分 解 。 


材料 

100 柠 生 长 在 完全 黑暗 中 7 一 9 天 的 聋 豆 幼 苗 (Pisvm 
SCIIVI7TR 工 “Alaska2) ( 见 步 又 A 项 ); 

100 毫 升 磷酸 -柠檬 酸 缓冲 液 (用 等 体积 的 0.2M 
NazHP94 和 0.1M 柠檬 酸 ?p 互 调整 到 5.6); 

10 毫升 号 嗓 乙 酸 溶液 (200 做 死 /毫升 为 

40 毫升 丙酮; 

FeGls 溶液 (0.5 MD ; 

HCIO4 溶液 (35% ,重量 /容积 ); 

6 个 三 角 烧 瓶 (25 训 升 ); 


6 个 试管 ; 

1 个 试管 架 ; 

纱布 ; 

离心 机 (如 有 可 能 ,用 冰冻 离 忌 机 ); 
6 个 比 色 管 或 比 色 杯 ; 


分 光 光 度 计 (波长 用 540 毫 微米 或 配 有 No 54 滤 光 片 的 
Rlett-Summerson 光电 比 色 计 ). 
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步骤 


A. 植物 材料 (生长 7 一 9 天 的 幼苗 ) 


划 豆 种 子 (Prszx. sati271 工 Alaska)) 在 六 动 的 自来水 
中 浸泡 4 一 6 小 时 ， 把 浸泡 过 的 种 子 播种 在 有 蚂 石 或 砂 的 盘 
中 ,在 黑暗 中 生长 7 专 -SR 


B. 酶 的 制备 


从 暗中 生长 的 幼苗 上 取 大 约 32 克 ( 鲜 重 ) 黄 化 上 胚 轴 ;用 
冷却 的 匀 浆 器 (Ten Broeck 或 其 他 玻璃 组 织 研 磨 器 ) 或 大 研 
钵 加 极 少 的 冷 蒸 饮水 制 成 匀 浆 。 

匀 浆 用 一 层 纱布 过 让 ， 让 液 在 10000xg 下 离 忘 二 分 钟 ， 
取 上 清 液 并 加 入 足 量 的 丙酮 ， 使 最 终 的 丙酮 浓度 占 体积 的 
40%。 沉 证 中 含有 酶 . 

将 上 述 溶液 在 600xg 离心 115 分 钟 : 弃 去 上 清 液 ， 将 这 
淀 重 新 悬浮 在 8 毫升 的 组 名 液 中 (P 互 5.6)。 每 毫升 酶 制备 液 
代表 4 殉 鲜 重 的 组 织 . 这 种 酶 的 制备 液 可 以 冰冻 肚 启 (不 超 
过 3 个 星期 ) 或 立即 使 用 . 


G. IAA 氧化 酶 反应 


为 完成 IAA 氧化 酶 活性 的 简单 试验 , 按照 表 47- 必 所 列 
的 量 把 母液 加 入 25 毫升 的 三 角 烧 瓶 中 。. 

在 反应 开始 前 不 加 酶 .3 号 烧瓶 中 用 在 沸水 浴 中 加 热 15 
分 钟 的 酶 ;加 过 热 的 酶 液 用 缓冲 液 调整 到 原 体积 ;用 前 冷却 到 

加 入 酶 使 反应 开始 .然后 缓慢 地 振荡 每 一 个 烧瓶 使 内 含 
物 混 合 , 混合 物 在 室温 下 放置 50 分 钟 ， 
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表 47-{ IAA 氧化 酶 反应 混合 物 


缓冲 液 (p 互 5.6) 6.0 
IAA(200 微 克 / 毫 升 ) 1.0 
酶 制备 沪 3.0 


总 体积 


了 .9alkowski 试 法 和 残留 IAA 的 测定 


在 培养 期 间 (G 项 的 混合 物 )， 按 反应 混合 物 记 下 6 个 试 
祝 的 号 数 。 然 后 ,在 每 试管 中 加 入 8 毫升 Salkowski 试 剂 代 毫 


升 0.5M EeGls 加 到 50 毫 升 35% HGCIO, 中 
年 有 腐蚀 性 的 !). 

50 分 钟 后 终止 酶 促 反 应 。 每 种 反应 混合 液 各 吸取 4 毫升 
加 入 到 有 Salkowski 试剂 的 相应 地 标记 的 试管 中 ， 小 心地 将 
内 含 物 混合 (小 心 : 高 氮 酸 !). 试管 在 室 吝 中 静止 30 分 钟 ， 
保证 充分 地 进行 颜色 反应 - 

在 30 分 钟 之 后 , 将 每 个 管 的 内 含 物 倒 人 比 色 杯 中 , 用 配 
有 No. 54 站 光 片 的 上 人 jlett-Summerson 光电 比 色 计 或 用 Spec- 
tronlc 20 分 光 光 度 计 在 540 毫 微米 下 比 色 测 定 残留 的 IAA. 

比较 含有 活性 的 酶 (4,5 和 :6) 的 反应 混合 液 和 无 活性 的 
酶 (烧瓶 第 3 号 ) 的 反应 混合 液 所 得 的 Klett 单位 或 光 密 度 单 
位 数值 ,计算 IAA 破坏 的 量 。 

如 宁愿 意 , 还 可 以 增加 实验 (用 上 述 的 基本 步骤 ) 去 研究 
时 间 、 底 物 浓 度 或 p 也 对 反应 速度 的 影响 ， 


小 心 ， 高 氛 酸 
帮 三 必 侈 】 
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在 表 47-2 中 记录 实验 的 结果 . 总 结 报告 中 解释 所 得 的 
实验 结果 ,讨论 酶 的 制备 (例如 , 为 什么 用 在 黑暗 中 生长 的 幼 


表 47-2 IAA 氧化 酶 活性 


反应 混合 物 *# 光 密 度 或 残 留 IAA 站 三 破坏 的 IAA 
烧瓶 号 必 lett 单 (微克 ) (微克 ) 
到 
2 200 
3 
4 
5 
6 


“反应 混合 物 由 表 47- 上 所 述 的 各 种 组 分 并 加 入 酶 之 后 在 室温 下 培养 50 分 
钟 . 


苗 作 为 酶 的 来 源 ?) 和 酶 的 测定 的 一 般 步 最。 用 Salkowski 试 
法 测定 残留 的 IAA 的 好 处 和 局 限 性 是 什么 ? 力 外 , 陈述 某 些 
与 此 酶 的 性 质 有 关 的 现代 观点 和 IAA 在 活体 内 和 离 体 的 酶 
促 分 解 的 作用 机 制 . 
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实验 48 ， 赤 霉 酸 和 植物 生长 


目的 
研究 赤 霍 酸 对 植物 生长 的 影响 . 


材料 
20 株 豌 豆 幼 苗 (Piszxmm satiz2 [Little Marre]l， 见 
步骤 A 项 ); 
30 株 革 豆 (Phpaseolxs ZLga7zs 世 . “Pinto 每 盆 5 株 , 见 
步骤 A 项 ); 
赤 替 酸 (GA) 溶液 (100 毫克 / 升 ,将 GA 溶 于 工 一 2 毫升 
95% 酒 精 中 并 以 水 稀释 至 1 升 ) ; 
5 种 不 同 银 度 的 GA 溶液 (每 种 溶液 10 诸 升 ); 
GA 10-:M (0.01xGA 的 克 分 子 量 溶 于 1 毫升 酒精 
中 以 水 稀释 至 100 毫升 ) ， 
GA10-2M (1 毫升 1071M GA 以 水 稀释 至 10 毫升 )， 
GA10-3M (1 毫升 10?M GA 以 水 稀释 至 10 这 升 )， 
GA10-4M (1 毫升 10-3M GA 以 水 稀释 至 10 毫升 户 
GA10-5M (1 毫升 104M GA 以 水 稀释 至 10 毫升 ); 
1000 毫升 含有 1 一 2 毫升 95% 酒 精 的 蒸馏 水 ; 
装 有 凤 石 的 盘 ; 
塑料 布 (为 遮盖 植物 之 用 ); 
米 尺 . 
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步骤 


A. 植物 材料 


根据 下 面 操作 的 说 明 取 用 高 株 品 种 和 做 生 品种 的 菜豆 、 
玉米 或 吏 豆 植株 。 下 述 的 步骤 初步 作为 说 明 赤 才 酸 对 植物 生 
长 影响 的 工作 指南 . 

1 绑 生 醇 豆 幼苗 (2 周 龄 ) 在 装 有 奴 石 的 盘 中 播 上 二 行 
矮 生 豌豆 种 子 C(Prsxm satizum 工 .) ,每 行 至 少 播 10 粒 种 子 . 
种 子 以 准时 的 蚂 石 覆盖 ， 将 盘 放 入 温室 二 周 并 经 常 谋 水 。 依 
照 了 项 所 述 处 理 二 周 龄 的 植株 . 

2。 盆栽 菜豆 植株 〈2 一 3 周 龄 );， 6 个 装 有 土 的 岔 中 播 上 
鞠 豆 种 子 (Ppaseo1zs 2Ugarzs 二 ) ,每 岔 至少 种 5 粒 。 履 盖 雹 
叶 的 土壤 , 族 上 水 并 放 人 温室 中 2 一 3 周 。 在 准备 使 用 时 ,每 
盆 中 选 留 2 株 ， 使 6 盆 中 所 有 的 植株 大 小 一 致 。 没 有 用 的 植 
株 齐 地 面 割 去 . 依 G 项 所 述 处 理 盆 栽植 株 ( 每 盆 2 株 ). 


B. 亦 霉 酸 处 理 及 植物 的 生长 反应 


用 塑料 单单 住 一 行 二 周 龄 的 豌豆 植株 , 而 另 一 行 用 GA 深 . 
液 喷 洒 (100 毫克 / 升 ), 干 后 罩 住 处 理 的 一 行 ， 用 含有 和 制备 
GA 溶 液 用 的 同 量 酒精 的 蒸馏 水 喷洒 第 一 行 . 

植株 仍 放 在 温室 里 , 在 以 后 的 3 一 4 周 内 记录 出 现 的 一 切 
差异 . 每 周至 少 测 三 次 株 高 (从 地 面 起 )、 节 间 长 、 叶 长 (从 中 
脉 基部 到 叶 尖 ) 和 叶 宽 。 在 每 周末 ， 再 如 第 一 次 一 样 喷洒 植 
株 。 记 住 要 计算 对 照 和 处 理 植株 每 次 测量 的 平均 值 . 

观察 和 测量 ， 
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G, 用 杰 零 酸 处 理 苍 类 的 作用 


根据 下 列 处 理 标 记 上 盆栽 菜豆 植株 (如 全 项 所 述 ); 

(TD) 蒸馏 水 (对 照 ) 

(2) GA 10-1M 

(3) GA 10-2M 

(4) GA 10 Mi 

(5) GA 10“M。 

用 眼 药 水 滴 瓶 点 一 往 水 或 者 相应 的 GA 溶液 于 每 个 已 作 
标记 的 盆 中 二 株 植 物 的 生长 点 上 每 一 盆 中 标 上 对 照 或 处 理 
植株 )。 每 次 用 完 后 以 燕 馏 水 充分 洗涤 滴 瓶 ,或 者 分 别 使 用 滴 
瓶 。 也 必须 用 含有 和 GA 溶液 中 一 样 量 的 酒精 的 蒸馏 水 作对 

第 一 次 处 理 后 ,植株 仍 放 在 温室 的 架子 上 ,并 记录 在 3 一 4 
周 里 出 现 的 一 切 变化 .每 周至 少 测 3 次 株 高 (从 地 面 起 为 节 
间 长 度 和 时长 及 叶 宽 。 每 周 在 最 后 一 次 测量 后 ， 以 不 同 的 试 
验 溶液 重复 处 理 . 

观察 和 测量 


结果 和 结论 


实验 每 部 分 作 一 表 ， 用 以 表明 测量 对 照 植 株 和 处 理 植 株 
的 平均 值 。 说 明 赤 霍 酸 处 理 的 植株 主要 的 生长 反应 。GA 
从 处 理 植株 的 使 用 部 分 转移 至 其 他 部 分 吗 ? 除了 促进 细胞 的 
伸 长 以 外 , 赤 堆 素 还 影响 植物 的 其 他 什么 反应 ? 
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此 外 ， 讨 论 一 下 植物 中 GA 合成 的 可 能 部 位 及 赤 霉 素 的 
化 学 结构 . 

植物 的 矮 生性 是 由 于 遗传 所 控制 的 -还 是 由 于 缺少 赤 霉 
素 或 者 存在 特殊 的 抑制 所 引起 的 ? 还 是 由 于 以 某 种 形式 抑制 
了 细胞 对 赤 霉 素 的 敏感 性 呢 ? 试 解释 . 


参考 文 献 


Brian，E.W.，G，VW. Elson， 互 G。 Hemming，anq M。 Radley' 
1954。 工 he plant grovth Promoting Properties of gibberellic acid，a 
mietabolic product of the fungus Gzipere11a 及 请 urot。 帮 Sct。Food 4gr， 
5:602-612 。 

Brian，P. VV. and 百 . G. Hemming. 1955。 The effect of gibbe- 
rejlic acld on shoot grovwth of pea seedlings. 忆 pgysiol. 忆 1amztaruz 8:669- 
681 .。 

Bukovac， M. J. and S$. 囊 ，VVittwer. 1967。Gibberellin and higher 
Plants, II. Induction of flovwering in biennials.。 Quar。 Bull,， Mich， 
Agric. 了 xp。. sta， 39(4):650-660. 

Chin,， 及 . YY. and J. ALockhart. 1965。 Translocation of applied 
gibberellin in bean seedlings，4mer. JJ of. 52:828-833. 

Devlin， 有 及. M.， 1966. Plant Physiology. Reinhold Publ. Corp， 
New York. pp. 458-468,493-495，534-536 

Graebe,J. 卫 .，D. 工 Dennisj C. 了 D. Upper, and CA. VVest,， 1965. 
Biosynthesis of glbberellins. JEBrzo1. CHPem.。 240:1847-1854。 

Kato,， J.,，VV. 人 Purves，and BO.， Phinney. 1962。Gibberellin- 
like substances in plants， 7Vature 196:687-688. 

Laetsch，W. M. and 及 . Cleland. 1967。 Papers on Plant 
Growth and Development.、 Little，Brown and Co.，Boston. 

MvVey，G. 及 . anq 3 囊 . VVittwer.。 1958.。Gibberellin and higher 
Plants. 叉 I. Responses of certalin woody ornamental plants. Ouvar. 刀 v17. 
JI1zcj。 4grtic. 五 zp.9ta. 40(3):679-697。 

Paleg, 荆 .G. 1965. ， Physiological _ effects of  gibberellins， 4mm， 
Rev。 也 1ant 卫 jysrol、16:291-322. 

Phinney， 也 ，O. 1956。 Growth response of single-gene dvwarf 
mutants in malze to gibberellic acid. 了 Proc。，7Vaet。4cad.，、9cr。， 42: 185- 
189 . 

Phinney，B DO， and CA.VVest.， 1960。 Gibbarellins as native 
Plant grovwth regsgulators. 4 有 Rev.、PIant 卫 jPyfsiol.、11:411=-436. 

Steward，E. C. 1968. Growth and Organilzation In Plants. Addison- 
VVesley Publ. Co.，Reading，IMassachusetts， 


w 225 。 


实验 49 “ 赤 零 酸 对 产生 还 原 糖 的 影响 
(生物 鉴定 的 基本 方法 ) 


目的 


通过 测定 还 原 糖 间接 地 研究 赤 霍 酸 对 大 麦 豚 乳 中 淀粉 酶 
活性 的 影 啊 . 


60 粒 大 者 (五 orderm 2IEare 工 . Naked Blanco 
Mariout') 在 水 中 浸泡 过 夜 〈 见 步骤 人 项 ); 
100 毫升 次 氯 酸 盐 溶液 (1%) 或 者 Ghlorox 溶液 (1% 容 
量 / 容 量 ); 
赤 霉 酸 母液 (10 毫克 /100 毫升 水 ); 
5 种 不 同 浓 度 的 赤 替 酸 试 验 溶 液 ( 见 步骤 了 项 ); 
Somogyi 试剂 ( 见 书 后 附录 )， 
Nelson 砷 钥 酸 盐 试 剂 ( 见 书 后 附录 ); 
12 毫克 链 霍 素 硫酸 盐 (固体 ); 
1 克 Rexyn 101 ( 玉 " 型 ) 树 脂 ; 
分 光 光 度 计 ( 波 长 540 毫 微米 或 装 有 54 号 滤 光 片 的 Klett 
比 色 计 ); 
7 个 比 色 管 (或 比 色 杯 ); 
13 个 试管 
5 个 容量 瓶 (100, 毫 升 ); 
吸 量 管 ; 
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水 浴 锅 (煮沸 )。 
步骤 


全， 制备 大 才 种 子 


大 约 60 粒 大 麦 种 子 (Eorderxm zu1eare 二 “Naked Blan- 
5 Mariout ) 在 50% (容量 /容量 ) 硫酸 中 浸泡 1 小 时 ， 倒 去 
酸 并 以 30"C 流水 冲洗 种 子 过 夜 ， 


B…， 杰 替 酸 溶液 


从 赤 址 酸 母液 (10 毫克 /100 毫升 水 ) 按 下 法 连续 稀释 制 
备 各 种 试验 溶液 (编号 从 1 到 5 号 )， 

1. 10-6 克 GA/ 毫 升 HO (1 毫升 母液 用 水 稀释 到 100 毫 
升 ); 

2. 10“ 殉 GA/ 训 升 了 0O(10 毫升 溶液 1 用 水 稀释 到 100 
训 升 ) ; 

3. 10“ 殉 GA/ 毫 升 HO(10 毫升 溶液 2 用 水 稀释 至 100 
训 升 ) ; 

4. I0 更 GA/ 毫 升 蕊 0O(10 毫升 溶液 3 用 水 稀释 至 100 
训 升 ) ; 

5. 10 “ 克 GA/ 训 升 HiO (10 毫 升 溶液 4 用 水 稀释 至 100 
训 升 ). 

各 吸取 试验 溶液 10 毫升 于 每 一 三 角 瓶 中 , 每 10 毫升 的 
溶 该 中 溶解 2.0 毫克 的 链 堆 素 硫酸 盐 ， 然 后 各 吸取 1 毫升 于 
每 一 试管 中 ,标号 从 1 到 5. 了 吸取 1 毫升 水 于 另 一 管 中 (6 有 号 
党) (每 10 毫升 中 也 含有 2 毫克 的 链 夫 素 硫酸 盐 )， 
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G. 杰 零 酸 处 理 种 本 


选择 50 粒 大 小 一 致 的 泡 过 水 的 大 麦 种 子 , 以 次 氧 酸 盐 
溶液 (1%) 短 时 间 浸 泡 。 用 燕 馏 水 充分 洗涤 种 子 以 除去 残余 
的 次 毛 酸 盐 。 将 其 分 成 6 组 ， 每 粒 横 切 二 半 ， 弃 去 带 胚 的 一 
半 ， 留 下 带 胚乳 的 一 半 ， 

从 每 组 中 选择 4 粒 大 小 一 致 的 半 粒 种 子 ， 并 将 其 放 六 相 
应 标记 的 装 有 1 工 毫升 10-5，10-7， 107 10 ， 10-100 克 GA/ 肥 
升 溶 液 及 水 对 照 (6 号 管 ) 的 试管 中 (4 个 半 粒 种 子 / 试 管 )， 塞 
住 试管 , 放 在 揪 床 上 在 室温 培养 24 小 时 .但 如 果 没 有 播 床 的 
话 ,也 并 非 是 绝对 必需 的 . 

在 24 小 时 未 尾 , 于 每 一 试管 中 加 入 4 毫升 蒸馏 水 ; 放 六 
冰箱 中 贮藏 到 下 一 个 实验 课 。 在 下 一 次 实验 时 ,融化 试管 , 每 
一 管 中 加 入 约 150 毫克 固体 的 Rexyn 101(H- 型 ) 树脂 , 其 至 
塞 住 试管 ,充分 振荡 溶液 ,让 树脂 沉淀 , 每 种 溶 液 取 :2 训 升 测 


D. 还 原 糖 的 鉴定 


在 6 支 装 有 2 毫升 Somogyi 试剂 的 试管 中 加 入 2 宫 升 种 
子 培 养 液 ; 同 样 准备 一 个 试管 , 装 2 毫升 还 原 糖 和 2 毫升 蒸馏 
水 (作为 试验 空 日 ). 
加 热 10 分 钟 》 在 冷水 浴 锅 中 冷却 5 分钟. 然后 加 大 2 之 升 
Nelson 砷 钼 酸 盐 试 剂 , 混和 后 , 每 管 的 液体 转 和 人 比 色 杯 或 比 
色 管 中 ;用 装 有 54 号 沥 光 片 的 比 色 计 或 用 波长 为 540 毫 微 米 
的 分 光 光 度 计 测 量 吸收 ， 保 留 装 有 种 子 的 培养 混和 物 ,因为 
可 能 需要 重复 颜色 反应 ， 

将 每 种 溶液 的 吸收 值 记 在 下 面 : 
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结果 和 结论 


作 图 表示 实验 结果 ， ee 
单位 为 纵 坐 标 , 亦 替 酸 的 浓度 为 横 坐 标 绘图 .每 种 溶液 中 还 
原 糖 的 绝对 量 如 何 定量 地 测定 ? 

”这 里 所 述 的 技术 作为 鉴定 不 同 植物 提取 液 中 的 赤 老 素 的 
方法 合适 吗 ? 

从 你 的 读数 及 所 得 的 结果 提出 赤 霉 酸 对 大 麦 胚乳 组 织 作 
用 的 某 些 概 念 。 同样 考虑 一 下 胚乳 组 织 中 的 赤 霉 素 、 
“和 还 原 糖 的 存在 对 于 在 正常 情况 下 大 麦 种 子 的 萌发 是 合 征 
需 的 . 
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实验 50” 赤 霉 酸 和 清 公 英 叶 略 片 中 
叶绿素 的 保持 (生物 鉴定 的 基本 方法 ) 


目的 

研究 赤 霉 酸 对 蒲公英 叶 圆 片 中 叶绿素 的 保持 作用 作为 
亦 霉 素 快 速生 物 测定 的 基础 还 以 激动 素 和 吗 唆 乙酸 来 证 明 
这 私 定 方法 的 特效 性 ， 


材料 
浦 公 英 (7zrazacxzz oricizzale) (盆栽 或 在 室 外 生起 的 
植株 ) ; 
3 种 赤 霍 素 溶液 (0.05,0.5 和 5.0 毫克 / 升 ) 
3 种 激动 素 溶 液 (0.05,0.5 和 5.0 笔 克 / 升 ); 
3 种 允 嗓 乙酸 溶液 (0.05,0.5 和 5.0 毫克 / 升 ); 
100 毫升 丙酮 (80%, 容量 /容量 )， 
垫 着 湿 滤 纸 的 容器 ; 
10 个 培养 四 ,每 个 热 一 张 Whatmian No. 1 波 纸 ; 
吸水 纸 ; 
打 扎 辟 ( 内 径 约 工 厘 米 ); 
聚 乙烯 容器 或 塑料 袋 ; 
研 钵 和 研 杜 ; 
要 有 滤纸 的 姿 漏 斗 ; 
侧 臂 吸 滤 瓶 ; 
比 色 杯 ; 
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分 光 光 度 计 . 
步骤 


A;， 植物 材料 
可 用 生长 在 温室 里 的 自然 光照 下 或 从 室外 采集 的 莽 公 英 


(Tarazacu7z ofjzcz7zaLe)。 


B. 制作 叶 辆 片 


从 蒲公英 植株 上 摘 取 成 熟 的 并 完全 展开 的 叶片 ， 将 其 放 
在 几 层 温 吸水 纸 上 。 如 果 取 用 幼小 叶 户 ， 在 用 作 圆 片 的 材料 
前 ， 将 其 叶柄 插入 水 中 培养 1 一 3 天 (直至 叶 色 呈 均 匀 的 多 
绿色 为 止 ). 用 打 孔 器 从 叶片 的 脉 间 部 分 打下 直径 合适 (大 约 
1 厘米 ) 的 圆 片 110 个 .每 打下 一 圆 片 尽快 将 其 放 入 仅 者 旨 
滤纸 的 容 绮 中 . 


G.， 示 零 酸 、 激 动 素 和 叫 吃 已 酸 对 蒲公英 叶子 圆 片 中 叶 
绿 素 保 持 的 作用 


准备 10 个 已 经 标记 的 垫 有 闪 hatman No 1 滤纸 的 培养 
站 (每 一 处 理 3 个 培养 胃 ， 攻 馏 水 的 一 个 培养 亚 和 用 表 50-1 
所 述 的 相应 试验 溶液 浸 湿 各 培养 亚 中 的 滤纸 蔚 (7 厘米 直径 
的 滤纸 用 大 约 1.0 毫升 的 试验 溶 小 ). 如 果 滤 纸 上 溶 液 太 多 
则 叶 圆 片 浸 水 并 变 条 . 

随意 挑 10 个 叶 圆 片 转 和 各 培养 下 中 , 盖 好 攻 养 亚 ,并 用 
温 吸水 纸 把 培养 四 包 住 . 

将 培养 四 放 在 聚 乙烯 容器 或 塑料 袋 中 ， 保持 高 湿度 并 放 
在 暗中 室温 下 4 天 。 依 照 实 验 15 所 述 提取 方法 和 分 光 光 度 
法 测定 总 的 叶绿素 含量 . 因为 这 些 样 品 及 实验 圆 片 测定 的 叶 
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绿 素 含 量 是 在 相对 的 基础 上 进行 比较 的 。 因 此 不 必 计 算 叶 绿 
素 的 绝对 量 . 80% 丙酮 提取 小 在 波长 652 毫 微米 的 光 密 度 ， 
读数 对 测定 叶绿素 含量 的 差异 是 足够 的 . 

4 天 以 后 测量 每 一 处 理 所 有 叶 圆 片 的 叶绿素 含量 。 将 每 
个 处 理 在 波长 652 毫 徽 米 上 光 密 度 读数 ,记录 表 50-1 中 ， 

表 50-1 三 种 生长 物质 对 蒲公英 圆 片 中 叶绿素 的 保持 作用 
圆 片 提取 液 的 吸收 (波长 652 毫 微米 ) 
GA K 当 


料 品 “| 处 理 ( 赣 克 / 升 ) 


” 在 实验 开始 用 一 等 份 圆 片 的 提取 流 测 定 总 叶绿素 量 -。 
… ”用 一 个 培养 四 作为 水 对 照 ， 在 所 指 的 每 一 栏 下 填 人 相同 的 读数 。 


结果 和 结论 


用 叶绿素 提取 被 光 密 度 读 数 对 着 不 同 的 处 理 作 一 条 线 . 

根据 汞 霉 酸 对 蒲公英 叶 圆 片 中 叶绿素 保持 的 作用 来 解释 
结 采 ,在 结论 中 说 明 赤 夫 素 作用 所 引起 的 一 些 其 他 普通 的 生 
物 反应 ,这 个 鉴定 方法 对 赤 埠 素 是 特效 的 吗 ? 
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实验 51 组 织 培养 技术 


目的 

建立 由 不 同 的 植物 部 分 诱导 愈 伤 组 织 培养 的 基本 技术 . 
特别 是 能 够 生长 出 大 量 愈 伤 组 织 的 大 豆 (Clyczze maz) 子 时 
的 愈 伤 组 织 , 用 于 下 面 的 实验 中 激动 素 的 生物 鉴定 。 


材料 
20 个 大 豆 种 子 (GVczize az 工 .Acme"， 其 他 栽培 种 也 
可 以 使 用 一 一 见 书后 附 录 ), 革 豆 幼苗 (Piauaseo1zs VULSarES 
世 .)、 问 日 鞭 (Eelzaztpaxs aa72727US 工 .) 或 艾 章 (JVzcotza7zza tapa- 
cu772 工 .) 如 果 愿 意 的话 , 均 可 用 于 本 实验 中 描述 的 技术 ; 
母 液 ( 见 表 51-1); 
60 殉 上 蔗糖 ; 
20 殉 辽 脂 ( 粉 未 状 或 片 状 ); 
200 著 升 chlorox 溶液 (10% 容 量 /容量 ); 
乙醇 (095% ); 
棉花 (未 脱脂 的 ); 
锥 形 烧 瓶 (两 个 2 升 , 四 个 500 毫升 ,二 干 个 125 毫升 为 
2 个 容量 瓶 (1 升 ) 
10 个 移 液 管 (5 或 10 毫升 ,具有 刻度 ); 
8 个 烧杯 〈400 毫升 , 每 个 盛装 150 毫升 无 菌 蒸 馏 水 并 用 
馈 箔 盖 上 ) ; 
5 一 10 个 无 菌 培 养 下 ,用 纸袋 包 好 ( 见 步 又 ) 
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PH 计 ; 

消毒 蒸 锅 ; 

接种 箱 或 接种 室 (不 是 绝对 必要 ); 
本 生 灯 ; 

天 平 ( 分 析 用 ); 

杀 子 (250 毫米 长 ); 

外 科 小 刀 ， 


步骤 

在 进行 实验 步骤 A 项 之 前 ,阅读 实验 步骤 G 项 ,并 决定 在 
培养 基 中 形成 愈 伤 组 织 采 用 什么 方法 来 获得 无 菌 组 织 。 如 果 
用 G 项 中 第 一 个 方法 ,首先 就 要 完成 A 项 。 如 果 采 用 SG 项 的 
第 二 个 方法 ,就 可 以 省 略 A 项 而 进行 了 项. 


A. 在 无 菌 条 件 下 幼 昔 生长 的 基本 培养 基 


将 大 约 500 毫升 的 燕 馆 水 加 入 一 个 两 升 的 锥 形 烧 瓶 中 。 
然后 按 表 51-1 中 所 列 1 一 8 号 母液 各 加 5 毫升 ,不 要 加 11 或 
12 号 溶液 . 

在 此 溶液 中 溶解 30 克 芒 糖 并 加 入 蒸馏水 使 容积 达 到 约 
950 毫升 。 用 氧 氧 化 钠 将 溶液 的 p 互 调节 至 5.8, 然后 加 水 使 
最 后 体积 到 1 升 . 

在 上 述 溶液 中 加 入 10 克 琼 脂 , 然后 用 高 压 冰 毒 蒸 锅 蒸 者 
3 一 5 分 钟 或 者 加 热 至 琼脂 融化 。 琼脂 必须 完全 融化 并 混合 

在 4 个 500 毫升 的 锥 形 烧 瓶 中 分 别 注 入 融化 的 琼脂 培养 
基 各 250 升 。 用 不 脱脂 的 棉 塞 塞 住 瓶 口 , 放 入 高压 消毒 蒸 
锅 , 在 121"C 和 15 磅 /平方 时 压力 下 消毒 15 分 钟 。 还 可 以 同 
时 消毒 4 个 400 毫升 盖 着 铝 稍 的 烧杯 ， 烧 杯 内 装 有 约 150 毫 
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入 51-1 愈 伤 组 织 培养 的 母液 ” 


人 
1 KH>PO， 30.000 500 
2 KNO; 100.000 

Ca(NO:)>.4H2O 50.000 500 
3 MgSO4.7H2O 7.150 
KKC1 6.500 500 
4 MnSoO, HoO 0.492 
ZnSO,.7H2O 0.380 500 
5 Ha3BOs 0.160 
了 I 0.080 500 
6 NHNOs 100.000 500 
7 EDTA Na.2H2O 1.340 
FeSO,.7H2O 0.990 500 
8 Cu(CNOa).3H2O 0.-035 500 
9 (INH4)eMoyO2 .4H2O 0.010 500 
10 维生素 Bi 盐酸 盐 0.080 
忒 酸 0.200 
维生素 Be 盐酸 盐 0.080 
肌 - 肌 醇 10.000 500 
中 二 x- 蔡 乙酸 0.040 L100 
12 激动 素 0.020 1000 


人 


* “本 母液 是 研究 工作 者 为 进行 许多 实验 时 所 制备 的 。 教 学 使 用 时 ， 各 种 组 
分 的 数量 以 及 最 后 溶液 的 体积 都 应 该 适当 地 减少 . 


升 的 蒸馏 水 (用 于 G 项 ) 

灭 菌 之 后 ， 将 培养 基 置 于 室温 下 凝固 .培养 基 凝 固 之 后 
Tire 于 再 用 . 

B. 念 伤 组 织 生长 的 培养 

按照 A 节 ,制备 一 升 培养 基 , 但 这 次 加 入 母液 是 1 苷 号 
各 .5 毫升 ,12 号 (激动 素 ) 25 毫升 溶解 30 克 蔗糖 ,加 蒸馏 
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水 将 溶液 容积 调 至 约 950 车 升 , 调 节 p 互 至 5.8, 然 后 加 水 使 
最 后 体积 为 一 升 。 加 入 琼脂 (10 克 / 升 ) ,融化 后 将 此 培养 基 
分 别 注 入 20 个 125 训 升 的 锥 形 烧 瓶 中 各 50 毫升 。 再 用 纸袋 
包装 5 个 培养 四, 如果 省 略 A 项 ,还 要 在 4 个 400 毫升 的 烧杯 
中 各 装 入 150 毫升 的 蒸 饮水 ， 盖 上 铝箔 。 将 以 上 玻璃 避 严 ， 
包括 培养 基 、 培 养 四 和 烧杯 置 于 高 压 应 毒 蒸 锅 中 ， 在 121”C、 
15 磅 /平方 时 压力 下 消 毒 15 分 钟 。 


G-: 培养 用 的 无 菌 组 织 的 制备 

可 以 选用 下 面 任 一 方法 以 获得 培养 用 的 组 织 ， 

1. 灭 菌 20 粒 种 子 (最 好 是 用 大 豆 G1gcize mar 工 
:Acme)。 可 用 列 于 附录 中 的 任何 一 种 实验 材料 :用 10%6 
Ghlorox 溶液 浸泡 5 一 10 分 钟 

用 消毒 过 的 锰 子 (在 下 面 的 所 有 操作 中 都 要 使 用 标准 的 
灭 菌 技术 , 即 把 银子 浸 于 95% 乙醇 中 消毒 ,使 用 之 前 在 火 上 
烤 干 ) 将 种 子 移 至 装 有 无 菌 共 馏 水 的 烧杯 中 以 除去 残余 的 
Ghlorox. 根据 A 和 了 项 中 的 指导 来 制备 4 烧杯 无 菌 水 . 

将 全 部 种 子 移 至 水 中 之 后 ,用 无 菌 的 铝 稍 盖 上 烧杯 ,种 子 
在 烧杯 中 浸泡 3 分 钟 。 然 后 将 种 子 转移 到 第 二 个 烧杯 中 ， 象 
这 样 连续 处 理 一 共用 净 水 冲洗 4 次 . 

用 合适 的 技术 (图 51-1) 将 净 水 冲洗 后 的 5 粒 种 子 分 别 
移 至 装 有 培养 基 的 500 毫升 的 各 锥 形 烧 瓶 中 (根据 上 面 A 项 
所 制备 的 元 置 于 室温 和 恒定 荧 光 灯 光照 条 件 下 . 子叶 长 好 
之 后 (天 约 三 星期 ), 切 下 子叶 并 无 菌 转 移 (用 摄 子 ) 至 灭 菌 过 
的 培养 于 中 (如 了 项 所 指出 的 ). 

2. 可 以 在 温室 中 用 贬 石 或 砂 来 培养 大 豆 、 菜 豆 或 向 日 
给 的 幼苗 。 如 果 是 这 样 , 组 织 必须 在 1096 Ghlorox 中 表面 丈 
菌 3 二 10 分 钟 ,然后 用 无 菌 燕 馏 水 冲洗 4 次 (了 项 中 预先 准备 
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的 )。 所 有 的 处 理 必 需 按照 标准 的 无 戎 技术 操作 .转移 时 必 
需 用 锋 子 ， 凶 子 要 浸 于 乙醇 中 , 每 次 使 用 前 在 火 上 烧 一 下 (图 
51=1) .在 最 后 一 次 净 水 中 训 洗 之 后 继续 进行 了 项. 


EN 


VE 


~ 


St 二 - 


图 51-1 组 织 培养 技术 的 右 严 


D. 组 织 切 断 和 培养 


如 果 采 用 了 严密 的 灭 菌 技术 ， 就 不 一 定 需要 接种 箱 或 接 
种 室 。 必须 记 住 在 切 段 和 转移 组 织 之 前 所 有 的 用 具 都 要 灭 
诸 . 

选 适宜 的 组 织 ( 来 自 Q 项 ) 转 移 到 一 个 无 菌 培 养 耻 中， 迅 
速 将 组 织 切 成 方块 ( 约 为 4x4x2 毫 米 )， 在 有 愈 伤 组 织 培 养 
基 的 125 毫升 上 瓶 中 各 放 进 一 块 ,每 次 移植 之 后 塞 上 瓶 塞 .移植 
完成 之 后 , 将 培养 瓶 放 人 培养 室 (室温 25 一 27"C, 恒 定 光 照 ， 
光 强 度 约 为 40 只 烛光 )。 如果 没 有 培养 室 , 可 以 将 组 织 放 在 
实验 室内 人 恒定 的 荧光 灯光 照 下 . 移植 后 三 个 星期 对 培养 的 组 
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生长 三 个 星期 之 后 ， 用 无 菌 操 作 将 僵 伤 组 织 切 成 大 约 
10 党 克 的 方块 并 转移 至 新 鲜 的 培养 基 上 进行 继 代 培养 (3 块 / 
关 )。 同时 制作 愈 伤 组 织 块 的 徒手 切片 ,将 切片 置 于 戴 物 片上 
进行 组 织 的 显 微 观 察 。 观察 愈 伤 组 织 块 (clumps) 的 物理 状 
态 ， 并 用 显微镜 研究 其 细胞 的 性 质 . 

观察 ， 


从 大 豆子 时 形成 的 愈 伤 组 织 ， 每 隔 三 星期 进行 一 次 继 代 
嫉 养 ， 直 至 组 织 的 量 足 够 用 于 下 面 的 实验 , 


结果 和 结论 

记录 对 于 愈 伤 组 织 块 和 细胞 的 观察 。 愈 伤 组 织 体积 的 增 
加 是 由 于 细胞 分 裂 的 结果 , 还 是 仅 由 于 细胞 延长 的 结果 ,或 者 
征 由 于 这 两 种 现象 共同 的 结果 ? 愈 伤 组 织 有 象 正常 植物 部 分 
的 任何 分 化 的 组 织 吗 ? 在 所 谓 的 正常 的 愈 伤 组 织 和 植物 的 肿 
瘤 组 织 之 间 有 什么 主要 的 生理 区 别 ( 例 如 冠 瘦 组 织 )? 

等 论 中 应 概括 地 指出 无 机 盐 类 、 芒 糖 、. 维 生 素 、. 生 长 素 和 
激动 素 在 培养 中 对 维持 愈 伤 组 织 生 长 的 作用 . 
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实验 52 激动 素 对 组 织 培养 的 大 豆 愈 伤 
组 织 生 长 的 作用 〈 生 物 鉴定 的 基本 方法 ) 


目的 
中 研究 不 同 浓度 的 激动 素 对 于 由 大 豆 (GLgcine maz) 子叶 
所 诱导 的 愈 伤 组 织 生长 的 作用 . 


材料 


大 豆 愈 伤 组 织 (Gz1owcize maz L. Acme， 附 录 中 所 列 任 
何 一 种 大 豆 的 实验 材料 都 可 以 用 7); 

母液 ( 见 表 52-1); 

乙醇 (95%6 7) 

30 克 芒 糖 ; 

10 殉 琼 脂 (粉末 状 或 片 状 ); 

棉花 (未 脱脂 的 7) 

锥 形 烧 瓶 ( 工 个 1 升 ，5 个 500 毫升 ,20 个 125 毫升 ); 

容量 瓶 ( 工 个 500 毫升 ,5 个 200 毫升 , 工 个 100 毫升 )3 

刻度 量 简 ( 100 毫升 ); 

2 支 移 液 管 (5 毫升, 具 刻 度 ); 

5 个 培养 亚 ( 纸 袋 包装 , 灭 菌 的 ); 

pH 计 ; 

高 压 消 毒 蒸 锅 ， 

接种 箱 或 接种 室 ( 非 绝对 必需 ); 

本 生 灯 ; 
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天 平 ( 分 析 用 ); 
钵 子 (250 毫米 长 ); 
外 科 小 刀 . 


步骤 


A. 基本 培养 基 


在 工 升 的 锥 形 烧 瓶 中 加 入 约 200 毫升 的 蒸馏 水 。 然 后 ， 
加 入 表 52-1 中 所 列 的 1 一 11 号 母液 各 5 毫升 。 此 刻 和 不要 加 
入 激动 素 . 充分 混合 后 加 入 30 克 芒 糖 . 加 蒸馏 水 将 溶液 体 
积 调 至 约 490 毫升 ,并 用 NaOH 将 PH 调节 至 5.8 ,再 加 蒸馏 
水 使 其 最 后 体积 为 500 训 升 。 此 溶液 就 是 双 倍 浓度 的 基本 培 
养 哮 记 5 


B. 不 同 浓度 激动 素 的 试验 培养 基 


标记 5 个 锥 形 烧 瓶 (500 毫升 )， 分 别 取 100 训 升 双 倍 少 
度 的 基本 培养 基 往 入 每 个 瓶 中 .按照 表 52-2 加 入 适量 的 激 
动 素 母 液 ( 溶 液 12)。 必要 时 ,检查 并 调节 每 个 试验 液 的 p 互 
至 5.8. 然后 ,用 蒸馏 水 将 每 瓶 最 后 体积 调 至 200 毫升 . 

每 瓶 加 入 2 克 琼 脂 ， 然 后 在 高 压 消 毒 蒸 锅 中 煮沸 5 一 10 
分 钟 , 或 者 适当 的 加 热 至 琼脂 融化 。 琼脂 必须 确实 完全 融化 
并 混 勾 . 

从 500 毫升 锥 形 烧瓶 中 每 次 取出 50 毫升 融化 了 的 琼脂 
培养 基 分 别 加 入 到 做 好 标记 的 125 训 升 的 锥 形 烧瓶 中 ,每 组 
处 理 有 4 个 锥 形 烧瓶 . 

用 不 脱脂 的 棉花 塞 上 瓶 口 ,在 121"C，I5 磅 /平方 时 压力 
的 高 压 消 毒 蒸 锅 中 消毒 15 分 钟 . 灭 菌 后 ， 置 于 室温 至 培 养 
基 凝 固 。 用 纸袋 包 好 5 个 培养 下 同时 消毒 . 
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表 52-{ 大 豆 愈 伤 组 织 培养 的 母液 * 


0 
放风 引 组 分 发 评 本 汪 开 和 各 
相关 本立 三 枉 
了 HPO,， 30.000 500 
2 KNO， 100.000 
Ca(NOa)。. 4H2O 50.000 500 
3 MgSO, . 7HO 7.150 
KCj] 6.500 500 
系 MnsoO,-H2O 0.492 
| ZnSO,.7H2O 0.380 500 
5 HBO:， 0.160 
KI 0.080 500 
6 NHNO; 100.000 500 
7 EDTA Na ,2HO 1.340 
FeSO,.7H2O 0.990 500 
8 Cu(NO:):.3H;O 0.035 500 
9 (NH4)eMorO。.4HO 0.010 500 
10 维生素 B;. HCl 0.080 
获 酸 0.200 
维生素 了 。.HCIl 0.080 
肌 - 肌 醇 10.000 500 
11 xc-NAA 0.040 100 
12 激动 素 0.020 1000 


: 
” 本 母 芒 是 研究 工作 者 为 做 许多 实验 准备 的 。 教学 使 用 时 ， 各 种 组 分 的 数 
量 以 及 最 后 溢 臣 的 体积 都 应 该 适当 地 减少 。 


Q, 念 伤 组 织 的 移植 


如 采 疫 有 合适 的 接种 箱 或 接种 室 时 ， 在 遵守 标准 无 菌 操 
作 尽 量 避 免 污 当 率 的 情况 下 ， 愈 伤 组 织 的 移植 过 程 也 可 以 就 
在 实验 室 中 进行 ， 所 需要 的 器 血 和 移植 程 序 如 图 (图 52-1) . 
夹 住 和 切断 组 织 时 使 用 的 儿子 和 刀子 浸泡 于 955%6 的 乙醇 中 ， 
使 用 之 前 在 火 上 烧 一 下 . 用 无 菌 锰 子 取出 一 大 块 ( 约 300 毫 
殉 ) 大 豆 愈 伤 组 织 的 母 株 放 入 一 -无 菌 培 养 四 中 ， 立刻 盖 上 盖 
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表 52-2 各 种 激动 素 浓 度 的 大 豆 生 长 培养 基 


省 100 100 0 200 0 

2 100 99.5 0.5 200 0.05 - 
3 100 95 5.0 200 4# 0.50 
十 100 50 50.0 200 5.00 
5 100 0 100.0 200 10.00 


子 。 移 开 盖子 ,用 无 菌 小 刀 将 组 织 切 成 约 5 蕊 殉 / 块 大 小 近似 
的 小 块 。 所 切 的 组 织 块 要 足够 每 灌 3 块 。 另 取 20 块 组 织 块 
作 原 始 鲜 重 的 测定 ，20 块 组 织 的 平均 鲜 重 即 可 作为 每 块 移植 
的 组 织 的 原始 鲜 重 . 


图 52- 寺 “大豆 愈 伤 组 织 的 切 眉 设备 


244。， 


组 织 移植 之 后 ,可 放 在 实验 台 上 培养 , 因 为 愈 伤 组 织 可 以 
在 室温 和 能 光 条 件 下 正常 生长 . 也 可 以 把 它们 放 在 27"C,40 
叭 烛 人 恒定 日 光 灯 光照 的 培养 箱 里 生长 4 星期 . 


D; 合 伤 组 织 的 鲜 重 测定 和 观察 


组 织 生 长 经 4 个 星期 之 后 ,测定 激动 素 处 理 的 组 织 ;增加 
的 生长 是 由 于 细胞 分 裂 还 是 扩大 而 引起 ， 还 是 两 者 都 有 .并 
测定 个 体 组织 块 的 鲜 重 . 

组 织 鲜 重 的 测定 ,小 心地 将 组 织 块 由 琼脂 上 取 下 ,然后 用 
分 析 天 平 称 重 . 

观 付 和 鲜 重 的 测定 : 


BE 实验 结果 的 统计 处 理 


在 这 一 类 型 的 实验 中 ， 即 在 个 体 处 理 组 与 对 照 组 之 间 的 
平均 差异 是 由 于 外 源 激动 素 活性 与 所 用 生物 材料 之 间 在 变异 
相 比 较 而 得 , 对 于 检验 机 率 水 平 是 有 好 处 的 。 所 以 ;做 一 个 简 
单 的 二 检 验 ”, 首 先 要 将 所 有 参数 值 填 和 人 表 52-3 中 . 

1， 对 同 数 的 区 检 验 (用 没有 因 污 染 而 减少 的 组 织 )， 

计算 每 一 处 理 结果 参数 之 后 ， 实 验 中 任何 两 个 平均 值 都 
可 以 根据 下 面 任何 一 个 合适 的 所 做 成 的 二 检验 来 做 统计 分 
析 . 

同 数 的 二 检验 方程 ; 

吕 允 1 一 驴 ， 车 忆 
第 TD5SD 全 人 雹 二 下 攻关 于 
平均 数 之 间 相 比较 的 差 数 (D) 是 从 较 大 的 平均 重量 () 减 去 
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贸 小 的 平均 重量 〈X?) 得 到 的 。 此 差 数 除 以 相 比较 的 处 理 的 

平均 标准 误差 的 平方 总 和 的 平方 根 . 

完成 所 值 必需 的 计算 ， 然 后 ， 对 合适 自由 度 ( 户 可 从 任 
何 标准 所 分 布 表 中 所 列 出 的 相关 值 中 找 出 显著 性 水 准 。 本 实 
鸡 的 总 自由 度 CY 一 1D) 等 于 12 一 1 加 12 一 1 或 22. 如 果 相 比 
芒 的 任何 两 个 平均 数 的 t- 值 是 在 0.05 (5%) 的 机 率 范 围 内 ， 
两 个 平均 数 之 间 的 差 数 可 称 为 显著 , 而 在 至 少 95% 的 情况 
下 ， 其 生长 反应 是 由 于 处 理 而 不 是 由 于 样品 内 在 的 差异 ， 同 
样 的 ， 如 果 所 得 二 - 值 是 在 0.01 (1% 水 准 ) 的 机 率 范 围 内 ， 其 
差异 可 称 为 高 度 显著 , 

12: 不 同 数 的 二 检验 (如 果 组 织 因 污染 而 减少 )， 

在 生长 期 中 ， 同 一 处 理 的 一 些 组 织 可 能 由 于 污 桨 而 减 
少 . 所 以 ,在 此 情况 发 生 时 ,对 照 (无 激动 素 ) 的 平均 数 是 六 二 
12 为 基础 ,而 激动 素 处 理 之 一 的 平均 数 则 是 V = 10 为 基础 . 
建议 用 下 式 计 算 两 处 理 间 的 平均 标准 误差， 

sai 
JV TV 一 2 

两 个 处 理 的 均 方 ( 己 x?) 得 到 的 偏差 总 和 的 总 和 除 以 相 比 
贸 的 两 个 处 理 中 个 体 数目 CV) 的 总 和 减 2 .。 找 出 平方 根 并 用 
此 值 (S) 计 算 每 个 处 理 的 平均 标准 误差 ,如 下 例 所 指出 的 ， 

处 理 1 (无 激动 素 ) 


On 


| 


q 均 


忌 


本 
处 理 2 (加 激动 素 0.05 毫克 / 升 ) 

9 

Vs 

根据 前 面 廊 描述 的 公式 ， 用 这 两 个 校正 的 标准 误 差 来 计算 
t- 值 


| 


9 区 


-AN 
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-人 
TAB 十 (= 去 ) 

用 一 革 分 布 表 检 验 两 个 平均 数 间 的 差 数 是 在 统计 学 上 显著 的 

5% 水 准 , 还 是 在 高 度 显 著 的 1% 水 准 . 要 记 住 应 用 适当 的 目 

由 度 , 例如， 如 果 在 一 个 平均 数 以 10 个 个 体 为 基础 , 另 一 个 以 

12 个 个 体 为 基础 之 间 来 进行 比较 ， 目 由 度 应 等 于 10 一 1 加 

12 一 1， 或 20 ， 


结果 和 结论 


设计 一 个 表 , 将 结果 引入 表 中 以 表示 在 不 同 浓 度 的 激动 
素 处 理 和 对 照 之 间 的 显著 性 水 准 . 同时 以 激动 素 的 不 同 浓度 
平均 鲜 重 ( 获 殉 ) 绘 一 图 解 . 
讨论 不 同 的 激动 素 浓 度 对 于 培养 中 大 豆 愈 伤 组 织 生长 的 
影 啊 . 
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实验 53 ”激动 素 和 3- 呵 噪 乙 酸 对 刻章 


目的 


愈 伤 组 织 的 生长 和 芽 形 成 的 作用 


建立 苍 髓 愈 伤 组 织 的 培养 ， 测 定 激动 素 和 生长 素 对 愈 伤 
组 织 增 殖 与 车 形成 的 作用 . 


材料 


A 


项 和 3B 项 相同 的 材料 ; 

大 约 2 啸 高 的 获 草 植物 (Wzcotzarzza tapacu77az 工 .); 
母液 ( 见 表 53-1)3 

乙醇 (952%6 ); 

棉花 (不 脱脂 的 为 

刻度 量 简 (100 升 ); 

12 支 移 液 管 (10 毫升 或 5 毫升 , 具 刻 度 ) 
1 支 移 液 管 ( 工 宫 升 , 具 刻 度 ) 

5 个 培养 下 (用 纸袋 包 好 并 予以 消毒 姓 
pH 计 、JIN NaOH、1N 互 C]; 

高 压 消毒 蒸 锅 ; 

接种 箱 或 接种 室 ; 

本 生 灯 ; 

锰 子 ; 

打 孔 粥 ; 

外 科 小 刀 ; 
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米 尺 (厘米 ); 
培养 箱 或 具有 恒定 照明 (40 只 烛光 ) 的 培养 台 ; 
天 用 ; 

A. 项 : 
702% 乙醇 ; 
30 殉 蔗 糖 ; 
10 克 琢 脂 ( 粉 末 状 或 片 状 ); 
2 升 的 锥 形 烧 瓶 ; 
20 个 锥 形 烧 瓶 (125 毫升 ); 
1 个 工 升 的 容量 站 . 

B. 项 ， 

”60 死 蔗 糖 ; 
7 死 琼脂 (粉末 状 或 片 状 六 
1 个 1 升 的 锥 形 烧 瓶 ; 
7 个 锥 形 烧 产 (500 毫升 ); 
28 个 锥 形 烧 瓶 (125 训 升 ). 


步骤 


最 好 建立 英 草 愈 伤 组 织 母 株 的 培养 , 并 为 实验 步骤 B 项 
的 教学 提供 适当 的 数量 . A 项 只 可 以 在 课堂 上 示范 散 组 织 的 
分 离 和 塔 养 的 方法 .另外 在 上 课 之 前 准备 好 本 实验 用 的 所 有 
培养 基 . 

谍 前 做 好 准备 ,使 整个 实验 (A 项 和 了 项) 能 够 在 一 堂 实 
难 课 中 进行 ,并 着 重 于 组 织 分 离 和 移植 的 各 种 有 关 技 术 . 


A. 藉 草 共 磺 念 伤 组 织 培养 的 建立 


1. 基 草 共 殴 愈 伤 组 织 生长 的 基本 培养 基 ; 
将 大 约 500 坚 升 的 蒸馏 水 加 入 一 个 两 升 的 锥 形 烧瓶 中 ， 
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除了 7 (EDTA),11 (IAA) 和 12 (激动 素 ) 之 外 ,吸取 各 种 母 
液 ( 表 53-1) 5 毫升 加 入 此 瓶 中 。 然后 再 加 入 12.5 毫升 母 
液 7 (EDTA),50 毫升 母液 11GAA) 和 50 毫升 母液 12( 激 动 


素 ) . 


表 53-1 式 草 愈 伤 组 织 培养 的 母液 ” 


数 量 最 后 溶液 的 
母液 编号 组 分 容 积 
(元 ) (毫升 ) 
1 KHPO， 30.000 500 
2 KNO， 100.000 
Ca(NO;)。。4H2O 50.000 500 
3 MgSO4.7H2O 7.150 
KC1 6.500 500 
4 MnSO,.H2O 0.492 
ZnSO,.7H2O 0.380 500 
5 HBO， 0.160 
KI 0.080 500 
NHNO， 100.000 500 
EDTA Na2.2H2O(Z ,二 胺 四 乙酸 ) 1.340 
FeSO,.7H2O 0.990 500 
8 Cu(CNOa) 3H2O 0.035 500 
9 (NH4)eMo7O -4H2O 0.010 500 
10 维生素 B;. HCl 0.080 
获 酸 0.200 
维生素 B.HCI] 0.080 
有 册 - 肌 醇 10.000 500 
二 IAA 0.020 200 
12 激动 素 0.020 1000 


” 本 母 疲 是 研究 工作 者 为 进行 许多 实验 时 所 制备 的 ， 教学 使 用 时 ， 各 种 组 


分 的 数量 和 最 后 溶液 的 容积 都 应 该 适当 的 减少 。 


将 10 克 芒 糖 溶 于 以 上 溶液 中 ,加 入 足够 的 蒸 馅 


积 约 为 950 毫升 。 用 所 氧化 钠 调节 溶液 PH 至 


蒸 筷 水 使 其 最 后 容积 为 1 升 . 
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水 使 其 体 


5.8， 然 后 加 


1. 烟草 茎 在 7092 的 
乙醇 中 作 表 面 消毒 


3. 用 一 打 孔 器 
打出 做 组织 


4. 削 去 人 通 组 织 两 端 并 转移 无 菌 
圆柱 至 另 一 无 菌 培 养 亚 中 


5. 把 髓 组 织 切 成 1 厘米 小 块 


的 设备 (琼脂 培养 
ve 8. 移植 了 的 骼 组 织 


相 卉 


图 53-1 共 草 茸 髓 的 分 离 
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上 上 述 溶液 加 入 10 殉 琼 脂 , 随后 放 入 消毒 蒸 锅 中 处 理 5 一 
10 分 钟 , 或 者 加 热 至 琼脂 完全 融化 ， 琼脂 需 完 全 融化 ,溶液 要 
充分 混 义 . 

20 个 125 毫升 的 锥 形 烧 产 中 分 别 加 入 50 毫升 融 化 了 的 
琉 脂 培养 基 。 用 未 脱脂 的 棉花 塞 塞 住 叛 口 , 置 于 高 压 背 毒 蒸 
锅 中 ,在 121"0， 蕙 磅 /平方 时 压力 下 消毒 15 分 钟 ， 用 纸袋 包 
装 5 个 培养 亚 同 时 销 毒 

消毒 之 后 ， 瓶 子 置 于 室温 下 直至 培养 基 凝 固 . 此 培养 基 
在 凝固 之 后 , 可 以 立即 使 用 ,也 可 以 在 冰箱 中 储存 儿 天 使 用 . 

2. 无 菌 的 葵 散 组 织 的 制备 和 移植 ， 如 果 疫 有 合 适 的 接 
种 箱 和 接种 室 ， 就 可 以 按 下 面 的 实验 步骤 使 用 标准 无 菌 技术 
在 实验 室 中 进行 二 很 少 污 染 。 必 有 需 的 器 安 排 和 操作 要 点 如 
图 53-1 所 示 。 用 来 锋 取 和 切断 组 织 用 的 锋 子 , 打 孔 硝 和 外 科 
小 刀 应 该 浸入 95% 乙醇 中 并 在 每 次 使 用 之 前 在 火 廿 烧 一 下 ， 

削 去 烟草 葵 上 的 叶子 (大约 2 中 高 )》 并 切 成 几 段 天 约 9 
厘米 长 的 葵 切 段 。 切 段 订 入 70% 的 乙醇 中 作 表 面 消毒 。 

用 无 菌 的 外 科 小 刀 切 去 葵 切 段 的 两 端 使 其 成 为 7 厘米 
长 。 然 后， 用 无 菌 的 打 孔 器 (直径 约 与 通 组 织 相 同 ) 打 出 贷 组 
织 。 将 髓 组 织 转移 至 无 菌 培 养 亚 中 ， 再 次 切 去 两 端 并 转移 此 
无 菌 圆柱 至 一 新 培养 四 中 。. 

用 一 外 科 小 刀 将 每 块 散 组 织 切 段 切 成 较 小 的 段 (大 约 1 
厘米 宽 )。 每 段 再 分 成 4 份 ,并 将 这 些 组 织 分 别 移植 到 每 个 含 
有 基本 培养 基 的 瓶 中 (3 块 / 瓶 )。 被 培养 的 组 织 放 在 27"C. 和 
恒定 的 荧光 灯光 照 (大 约 40 中 烛 ) -的 培养 室 中 大 约 4 一 5 星 
期 。 如 果 没 有 合适 的 培养 室 ， 也 可 以 放 在 实验 室 中 于 恒定 光 
照 下 生长 ， 合 伤 组 织 进 行 继 代 培 养 直至 足够 以 后 的 实验 应 用 
(大 约 工 钴 有 3 大 块 组 织 / 每 个 学 生 或 小 组 ). 
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表 53-2 不 同 浓度 的 激动 素 和 生长 素 的 亲 章 愈 伤 ， 
组 织 生 长 培养 基 


于 母 液 
(毫升 ) | (毫升 ) 


(毫升 ) 


100 200 0 0 
90 200 0 5.0 
95 200 0.5 0 
89.5 200 0.05 5.0 
85 200 人 5 5.0 
80 200 1.0 5.0 
40 200 5.0 5.0 


了 B. 沂 动 素 和 生长 素 对 浆 草 念 伤 组 织 的 生长 和 年 形 成 的 
影响 


1. 基本 培养 基 ， 加 入 大 约 200 训 升 的 蒸 饮水 到 1 升 的 
锥 形 烧 瓶 中 ,吸取 表 53-1 所 列 的 母 让 1 一 10 号 各 10 毫升 。 此 
时 切 勿 加 入 3- 邓 | 嗓 乙 酸 或 者 激动 素 。 充 分 混合 之 后 ， 在 此 溶 
液 中 溶解 60 死 蔗糖， 并 加 入 足够 的 蒸馏 水 使 其 容积 约 为 950 
台 升 ， 用 氢气 化 钠 调节 pH 至 5.8, 然后 加 水 使 其 最 后 容积 
为 工 升 。 此 溶液 将 被 用 为 双 倍 浓度 的 基本 培养 基 ， 

二 2. 含有 不 同 激动 素 浓 度 试验 培养 基 的 制备， 标记 ?7 个 
锥 形 烧 瓶 《500 毫升 ) ， 每 瓶 和 注入 100 毫升 双 倍 浓度 的 基本 培 
养 基 .. 如 表 53-2 所 标明 ,加 入 适量 的 激动 素 和 生长 素 母液 

ee 溶液 的 pP 互 至 5.8。 然后 用 蒸 饮水 调 

每 瓶 的 容积 至 200 毫升 

每 瓶 加 入 1 殉 琼 脂 , 用 高 压 冰 毒 蒸 锅 销 毒 5 一 10 分 钟 ,或 
适当 加 热 至 琼脂 融化 。 琼脂 必须 完全 融化 并 混和 多 

从 每 个 500 译 升 瓶 中 每 次 倾 出 50 毫升 融化 了 的 玉 脂 培 
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养 基 至 相同 标记 的 125 毫升 锥 形 烧 瓶 中 (4 瓶 /处 理 六 

用 未 脱脂 的 棉花 塞 塞 住 锥 形 烧 瓶 。 在 高 压 销 毒 蒸 锅 中 消 
毒 15 分 钟 (121"C，15 磅 /平方 时 ) 用 纸袋 包装 5 个 培养 四 同 
时 消毒 。 消毒 之 后 ,将 瓶子 置 于 室温 至 培养 基 凝 固 . 

3. 愈 伤 组 织 的 移植 ， 要 严格 按 无 菌 技术 操作 ,每 次 使 用 
之 前 ， 消 毒 那 些 操作 中 使 用 的 拔 子 和 切削 组 织 用 的 外 科 小 
刀 。 用 凶 子 将 一 大 块 获 草 愈 伤 组 织 材 料 转移 至 一 个 无 菌 培养 
面 中 。 然后 把 组 织 切 成 小 块 ( 大 约 40 毫克 鲜 重 ) ,将 这 些 组 织 
块 移 植 于 含有 试验 培养 基 的 125 毫升 锥 形 烧 瓶 中 。 

移 置 之 后 ， 置 培养 物 于 恒定 光照 下 的 实验 台 上 ;或 置 于 
27"C ,恒定 日 光 灯 40 归 烛光 光照 下 持续 5 一 8 星期 . 

生长 期 间 观 赛 培 养 物 ( 切 勿 打开 塞 子 ) 并 对 培养 物 情况 作 
每 周记 录 . 

观察 


在 生长 期 结束 之 后 ， 记 录 在 不 同 试验 培养 基 上 的 组 织 生 
长 情况 的 最 后 观察 结果 . 注意 组 织 的 颜色 、 愈 伤 组 织 的 相对 
量 以 及 每 块 组 织 的 平均 出 薄 数 目测 定 各 处 理 的 组 织 平 均 鲜 
重 。 同样 ,用 显微镜 观 侍 愈 伤 组 织 的 生长 是 由 于 细胞 分 裂 , 还 
是 由 于 细胞 扩大 ,或 者 是 两 者 都 有 。 作 一 表格 ,记录 最 终 观察 
和 测量 的 结果 。 在 此 表 中 ,应 列 和 人 王 列 各 项 ， 处 理 数 目 、 每 个 
处 理 中 愈 伤 组 织 生 长 的 相对 量 、 全 形 成 的 平均 数目 以 及 组 织 
块 的 平均 鲜 重 . 


结果 和 结论 
解释 这 些 结果 (如 表 中 所 列 的 ) 并 根据 所 得 到 的 结论 分 别 
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回答 以 下 问题 ; 

1. 在 培养 瓶 中 看 到 的 愈 伤 组 织 的 增殖 ,体积 增加 是 否 完 
全 由 于 细胞 分 裂 或 细胞 延长 的 结果 ? 

2. 激动 素 或 生长 素 能 单独 刺激 烟草 愈 伤 组 织 的 .生长 或 
芬 化 吗 ” 

3. 本 实验 是 否 能 够 鉴定 激动 素 主 要 地 是 刺激 细胞 分 裂 ? 
解释 之 . 

4. 列举 一 些 用 烟草 愈 伤 组 织 培养 研究 生长 的 化 学 调节 
作用 的 优越 性 . 

5. 烟草 愈 伤 组 织 培养 系统 作为 自然 存在 的 细胞 分 裂 素 
或 生长 素 的 一 种 生物 鉴定 方法 是 否 有 用 ? 解释 之 . 
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实验 . 54， 激动 素 对 离 体 小 麦 叶片 
叶绿素 的 保持 作用 


目的 
以 离 体 小 麦 叶 片 中 叶绿素 的 保持 来 证 明细 胞 激动 素 在 延 
缓 豪 老 中 的 作用 . 


材料 

60 株 9 天 龄 的 小 麦 幼苗 〈T7ztzcu72 aestzou7 工 . Red 
Goat  ) ; 

内 酮 (85%6 ); 

8 个 烧杯 (1000 毫升 ); 

8 个 培养 亚 ; 

3 种 不 同 浓度 的 激动 素 溶 液 (10.0 毫克 / 升 ,5.0 毫 克 / 升 ， 
和 0.5 毫 死 / 升 ); 

组 织 的 碎 机 或 研 打 和 研 特 ; 

比 色 计 或 分 光 光 度 计 . 


步骤 


A. 植物 材料 

把 水 麦 种 子 (cx aestizzaa 工 “Red Goab) 播种 在 
平整 的 土壤 上 ,在 温室 中 培育 ,直到 小 麦 高 约 10 厘米 ( 约 9 天 
乓 龄 从 舌 状 部 分 取 下 50 个 叶片 ， 放 到 装 有 蒸馏 水 的 烧杯 
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中 . 

把 小 麦 叶 片 放 在 燕 馅 水 中 并 在 区 光 灯 下 2 一 3 天 . 这 个 
老化 时 期 就 能 引起 可 见 的 叶绿素 分 解 过 程 的 开始 . 

假如 没有 小 麦 ,可 以 用 蒋 草 、 向 日 获 、 苑 耳 或 其 它 溥 叶 种 

类 的 整 片 叶子 或 叶 圆 片 。 如 果 用 成 熟 变 老 的 叶子 ( 淡 绿 色 )， 
可 以 省 略 如 上 述 的 小 麦 叶片 的 预先 浸泡 。 如 有 果 使 用 叶 圆 片 ， 
垫 一 张 滤纸 在 培养 亚 里 ， 用 大 约 1 毫升 试 液 (参看 了 项 ) 湿 
润 。 如 果 使 用 的 液体 过 多 , 则 由 于 组 织 充 水 ,而 叶 圆 片 逐 渐变 
黑 。 在 观察 期 中 间 , 应 把 有 叶 圆 片 的 培养 亚 包 在 慢 纸 里 ;或 存 
放 在 调 湿 的 环境 里 . 


B. 激动 素 对 离 体 叶片 中 叶绿素 保持 的 作用 


准备 8 个 培养 下 (每 种 处 理 两 个 ) 装 如 下 补体 中 的 一 种 25 
这 升 

1. 蒸馏 水 ; 

2. 激动 素 溶液 (0.5 毫克 / 升 ); 
3. 沿 动 素 溶 液 (5.0 诸 殉 / 升 ); 
4. 激动 素 溶 液 (10.0 毫克 / 升 ). 

从 装 有 蒸馏 水 的 烧杯 中 随机 选 5 个 离 体 叶片 转移 到 每 个 
培养 下 中 , 盖 上 培养 亚 把 它们 放 到 荧光 灯 下 ,接着 测定 留 在 烧 
杯 中 的 叶片 叶绿素 总 含量 〈 训 殉 叶 绿 素 / 殉 组 织 ) (参看 实验 
15)。 最 初 的 叶绿素 总 含量 作为 以 后 实验 的 叶子 进行 比较 的 
参考 . 

在 实验 过 程 中 (8 一 10 天 ) ,把 培养 下 中 的 离 体 叶 片 , 每 天 
给 以 16 小 时 的 黑暗 温度 为 4 一 10"C 和 8 小 时 的 光照 温度 20 一 
25"CG。 也 可 用 其 他 方法 来 抑制 微生物 的 生长 ,但 是 每 天 16 小 
时 冷 处 理 是 适合 的 ， 可 免除 叶 表 面 的 消毒 及 试 液 和 培养 严 消 
毒 的 需要 。 然 而 ,更 精密 的 工作 需要 比 这 里 所 说 的 更 小 心 些 ， 
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每 隔 一 天 观察 每 一 离 体 试验 叶片 的 颜色 ， 从 1 一 5 定 它 
的 等 级 ,与 被 定 为 5 级 的 正常 的 整体 的 叶子 的 颜色 相 比 较 . 

8 一 10 天 以 后 测定 每 一 个 处 理 叶片 的 叶绿素 总 含量 ( 毫 
克 叶 绿 素 / 克 组 织 ). 

观察 及 总 叶绿素 值 ; 


结果 和 结论 


画 一 个 表 ， 表 明 每 一 个 处 理 的 叶子 颜色 的 等 级 和 试验 开 
始 后 的 日 数 。 用 叶绿素 总 值 对 着 4 个 处 理 画 一 个 图 。 如 果 愿 
意 , 可 用 一 个 线条 图 来 表明 实验 结 采 . 

根据 激动 素 对 离 体 小 麦 叶 片 叶绿素 保持 作用 解释 结果 . 
结论 中 指明 由 细胞 分 裂 素 的 作用 所 引起 的 其 它 生物 学 反应 。 
根据 所 得 的 结果 提出 细胞 分 裂 素 对 离 体 叶片 的 作用 的 可 能 的 
生物 化 学 解释 . 
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实验 55 ”激动 素 和 生长 素 对 次 生 
枝条 发 育 的 相互 作用 


目的 
证 明天 然 的 或 被 外 加 3- 吧 | 唆 己 酸 诱 导 的 侧 车 的 抑制 ， 可 
以 不 同 程度 地 钙 不 同 浓度 的 激动 素 所 解除 . 


材料 
50 个 蕊 豆 种 子 (Prsuzmz satIP72 工 . Alaska?) ; 
100 毫升 Ghlorox 溶 液 (1056 ); 
三 种 不 同 浓度 的 激动 素 溶 液 (20 营 殉 / 升 ， 10 这 殉 / 升 ， 
1.0 毫 殉 / 升 ); 
吗 | 唆 乙酸 溶液 (20 时 殉 / 升 ) 
三 种 母液 
激动 素 (10 毫克 / 升 ) + 叹 品 乙酸 (20 毫克 / 升 )， 
油 动 素 (10 毫克 / 升 ) 十 中 | 叹 乙 酸 (10 毫克 / 升 )， 
激动 素 (10 毫克 / 升 ) 十 瑟 | 唆 乙酸 (1.0 毫 殉 / 升 ) 
灭 菌 蒸 锥 水 ; 
3 个 深 的 培养 四 或 烧杯 ， 装 有 灭 菌 疗 馏 水 用 盖 盖 着 ; 
热 有 用 10 毫升 灭 菌 蒸 饱 水 湿润 的 3 张 Whatmnan No. 1 
滤纸 的 灭 菌 培养 亚 ; 
“… 移 被 管 数 支 ( 10 守 升 ) 
“8 个 试管 (16 厘米 x 15 毫米 ); 
数 个 试管 架 ; 
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数 把 锰 子 (每 次 操作 前 灭 范 )，。 
步骤 


A. 种 子 在 无 菌 条 件 下 发 芽 


将 豌豆 种 子 在 10% 的 Chlorox 溶液 中 浸 移 5 一 10 分 钟 . 
用 灭 菌 的 狠 子 ， 在 无 菌 条 件 下 把 种 子 从 Ghlorox 溶液 中 转移 
到 装 有 无 菌 水 的 烧杯 中 ，5 一 10 分 钟 以 后 把 种 子 转 移 到 装 有 
无 菌 水 的 第 二 个 烧杯 中 ， 然 后 到 第 三 个 烧杯 中 .在 这 三 个 煤 
杯 的 水 中 洗 了 以 后 ， 把 种 子 在 无 菌 条 件 下 转移 到 垫 有 用 大 约 
10 毫升 水 湿润 的 3 张 Whatman No. 1 滤纸 的 培养 四 中。 盖 
上 培养 四 让 种 子 在 室温 和 大 约 40 鹃 烛光 恒定 照明 下 发 芽 。 
种 子 在 光亮 中 发 菠 以 延缓 发 育 着 的 幼苗 池 间 的 延长 , 


B. 处 理 的 准备 


吸 10 毫升 水 或 贮备 液 到 16 厘米 x 15 毫米 的 试管 中 , 以 
便 配 成 在 表 55-1 所 表明 的 试 液 。 每 一 个 试验 一 个 处 理 准 备 
5 个 试管 ; 除非 参加 实验 的 学 生 相 当 多 ,可 以 把 所 有 的 结 采 合 
在 一 起 , 则 可 减少 每 一 处 理 的 试管 数目 . 

把 试管 和 装 剩余 试 液 的 各 个 瓶 用 棉花 塞 上 ， 在 121 C 和 
每 平方 时 15 磅 压力 下 的 消毒 燕 锅 中 消毒 15 分 钟 。 请 毒 后 让 

G. 幼 昔 转移 到 各 种 试 液 中 

无 菌 条 件 下 把 一 株 3 天 苗 龄 的 幼苗 转移 到 含有 无 菌 试 让 
的 16 厘米 x 15 毫米 的 每 个 试管 中 。 用 灭 菌 的 锰 子 (每 次 操 
作 前 用 酒精 烧 一 烧 ) 操 作 ,每 个 试管 中 溶液 的 深度 应 足够 浸没 
幼苗 的 第 一 个 节 (参看 图 55-1) , 把 苗 放 在 与 发 匠 同 样 的 光 申 
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表 55-1 激动 素 和 呵 | 唆 乙 酸 对 侧 芽 生 长 的 影响 


总 数 (a) 和 平均 数 (2) 


处 理 
(毫克 / 升 ) 侧 


1 芋 葵 基部 
粗 度 


2 茎 基部 
粗 度 


试管 号 数 


蒸馏 水 
2 激动 素 (1.0) 
3 激动 素 (10.0) 
4 激动 素 (20.0) 
5 了 | 吕 乙 酸 (20.0) 
6 激动 素 (10.0) 二 
阿 | 吕 乙 酸 (1.0) 
激动 素 (10.0) + 
呆 | 唆 乙酸 (10.0) 
8 激动 素 (10.0) + 
时 | 噪 乙 酸 (20.0) 


和 温度 条 件 下 8 天 . 

在 试验 过 程 中 约 每 48 小 时 每 一 试管 必须 补 加 无 菌 水 或 
激素 溶液 以 维持 每 株 幼苗 的 第 一 节 继 续 浸没 在 溶液 中 。 

8 天 中 每 天 观察 幼苗 并 记 下 刚 发 育 的 和 发 育 完全 的 侧 伞 
数 和 初生 、 侧 生 枝 的 基部 粗 度 。 记 下 在 幼苗 形态 上 任何 粗大 

观察 


结果 和 结论 


在 8 天 的 末尾 把 每 一 处 理 的 幼苗 的 侧枝 数 (不 管 长 度 ) 记 
在 表 55-1 中 ,如 采 在 教师 指导 下 ,该 表 可 作为 全 班 的 结果 . 
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根据 每 一 企 处 理 的 平均 侧枝 数 作 一 线条 图 ， 报 告 的 结果 
中 包括 对 幼苗 形态 的 观 守 . 

从 所 获得 的 结果 ， 讨 论 激 动 素 和 生长 素 在 调节 次 生 枝条 
发 育 和 正常 生长 中 的 相互 关系 。 从 生长 素 的 影响 产生 顶 奖 优 
势 的 现象 ,提出 激动 素 刺激 侧 东 生长 的 一 些 理由 . 


试管 中 的 无 苗 茧 豆 苗 , 用 
合适 的 试 液 浸没 第 一 节 间 


在 灭 菌 培 养 亚 中 
泪 儿 上 的 豌豆 幼苗 


图 55-1， 把 枯 豆 苗 转 移 到 试管 中 
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实验 56 ”激动 素 和 赤 零 酸 对 
劳 卜 子叶 增 大 的 作用 
(生物 鉴定 的 基本 方法 ) 


目的 


研究 激动 素 和 赤 霍 酸 对 葛 下 子叶 加 大 的 作用 并 用 其 生物 
效应 作为 瞧 定 合成 的 和 天 然 出 现 的 细胞 分 裂 素 的 条 件 . 


材料 
200 个 葛 下 昔 (RaPpjpazzrs SatzDUS 工 . Long Scarlet” , 可 
用 市 场 上 的 品系 ,参看 操作 步 驼 全 项) 
500 毫升 磷酸 钾 缓 冲 液 (2mM,pH 5.9, 参 看 书后 附录 ); 
10 这 升 激动 素 母 液 (5 训 克 /1 升水 ); 
10 这 升 激动 素 母 液 (5 塞 殉 /1 升 磷酸 钾 缓 名 液 ,PH5.9)3 
10 这 升 赤 零 酸 母液 (5 芝 克 /1 升水 ) 
10 毫升 赤 零 酸 母 液 (5 毫 殉 /1 升 磷酸 钾 缓 冲 液 ,pP 互 5.9); 
18 个 培养 亚 ( 垫 1 张 Whatman No. 1 滤纸 ,直径 9 厘米 ) . 


步骤 


A. 萝卜 种 子 发 工 


把 200 个 萝卜 子 播种 在 垫 有 用 蒸馏 水 湿润 滤纸 的 盘子 
里 ,把 盘子 装 在 塑料 袋 中 , 在 法 暗 中 26"C 保持 种 子 。 大 约 30 
小 时 以 后 ， 从 每 个 幼苗 上 切 下 较 小 的 子叶 。 一 定 要 从 离 体 子 
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“时 上 去 掉 全 部 下 胚 轴 , 选 择 大 小 一 致 的 子叶 用 于 下 面 的 步 又 。 


B. 培养 苗 下 子叶 在 激动 素 和 杰 零 酸 水 溶液 中 
”把 各 垫 有 一 张 层 析 Whatman No.1 滤 纸 〈 直 径 9 厘米 ) 
的 9 个 培养 亚都 贴 上 标签 ,用 表 56-1 所 列 的 各 种 试 液 3 蕊 升 
湿润 下 纸 . 


表 56-1 激动 素 和 赤 霉 酸 对 萝卜 子叶 增 大 的 影响 
GB 和 (人 C 部 分 ) 


液 中 的 浓度 
(毫克 / 升 ) 


| 蒸馏 水 呈 
2 激动 素 0.005 0.005 
3 激动 素 0.05 0.05 
生 激动 素 0.5 0.5 

5 激动 素 5.0 5.0 

6 赤 霉 酸 0.005 0.005 
7 赤 霍 酸 0.05 0.05 
8 赤 霉 酸 0.5 0.5 

9 赤 霉 酸 5.0 5.0 


* 用 激动 素 和 赤 霉 酸 母液 连续 稀释 配 成 上 述 浓度 的 激动 素 和 赤 霉 酸 . 

在 每 个 培养 四 的 滤纸 上 放 10 片子 叶 ,， 盖 上 培养 下 , 把 它 

们 放 到 垫 有 湿润 了 的 着 纸 的 盘子 上 。 然 后 把 盘子 放 到 塑料 袋 

中 以 维持 高 度 湿 润 。 在 25"C 和 恒定 的 艾 光 灯 下 培养 3 天 后 ， 
将 子叶 称 重 到 接近 蕊 殉 。 

把 每 个 处 理 的 重量 记 在 下 面 ， 并 将 平均 数 填 于 表 56-1 

中 。 

培养 后 的 子叶 重 : 
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G. 培养 在 溶解 于 2mM (毫克 分 子 ) 研 酸 盐 缓 冲 液 
(PH5.8 一 6.0) 的 激动 素 和 杰 堆 酸 后 的 子叶 重 


准确 地 按 B 项 概述 的 同一 操作 步骤 ， 但 是 这 次 是 单独 用 
磷酸 钾 缓 冲 液 (对 照 ) 和 把 激动 素 和 赤 老 酸 溶解 于 缓 神 液 中 
(参看 表 56-1 的 浓度 )。 

在 25"”C 恒定 的 日 光 灯 下 培养 3 天 以 后 ,把 每 个 处 理 的 子 
叶 重 记 在 下 边 ,并 将 每 个 处 理 的 平均 重 填 于 表 56-1 中 。 

培养 后 的 子叶 重 : 


结果 和 结论 


以 每 一 处 理 的 子叶 平均 重 〈 以 党 殉 计 ) 为 纵 坐 标 , 对 着 不 
同 少 度 的 激动 素 和 赤 老 酸 〈 在 水 中 和 在 2mmM 磷酸 盐 缓冲 液 
中 ) 作 一 个 图 解 . 

作为 结果 说 明 , 应 指出 激动 素 溶 解 在 水 和 在 磷酸 盐 缓冲 
液 中 的 试验 的 特点 。 在 葛 下 子叶 试验 中 , 在 什么 情况 下 应 使 
用 比较 纯 的 细胞 激动 素 -水 溶液 ?在 什么 情况 下 应 使 用 含有 细 
胞 激动 素 的 磷酸 盐 缓 冲 提 取 物 ? 


参考 文 献 


Letham，D. 3. 1963。 Purification of factors inducling cell divi- 
sion extracted from plum frulitlets. 二 ife Sciemrces 2:152-157 。 

Letham，D. 1963。Zeatin a factor inducing cell divislon ojated 
from Zea mays. 了 tfe sciences 2:569-573. 

Letham， 了 D. 3S. 1968。 A_ new cytokinin bioassay and the naturally- 
occurring cytokinin compjlex. In: FE.VWightman and GysSetterfieljd 
(Eds.) Biochemistry and Physiology of Plant Growth Substances， 


270。 


The Runge Press Ltd.，Ottavwa，Canada， bp. 19-31. 
Letham， 卫 . 3. 1969。Cytokinins and their relation to other phy- 


tohornmones。Brosczemce 19 (4):309-316。 
Letham，D. S. and C. O. Miller. 1965。 Identity of kinetin-like 


factors from Gea 7als. 卫 1ant Cell 忆 jysrol. 6:355-359. 
EeetaraosSs， .Shanonon amnq 工 有 .NMcDonald. 1964，The 
structure of zeatin，a factor inducing cell division。 三 )oc. Cjherm，、 Soc， 


July. PP. 230-231. 


te271 e 


附录 ”材料 与 试剂 的 制备 


1. AlCls 喷 酒 试剂 实验 17 

溶解 2 克 AlGls 并 加 蒸馏水 至 100 毫升 . 

2. 钼 酸 匀 试 剂 ( 现 用 现 配 ) 实验 2 

取 7 克 钼 酸 铵 溶 于 50 训 升 蒸馏 水 , 微 热 以 加 速溶 解 。 溶 
液 过 滤 后 加 入 50 毫升 浓 NOs( 比 重 1.42) ,将 此 溶液 缓慢 倒 
入 100 训 升 水 中 , 储 于 有 玻璃 塞 的 滴 产 中 。 溶 液 有 腐蚀 性 ,不 
得 与 衣物 .皮肤 接触 

3. 划 酮 试剂 ( 现 用 现 配 ) 实验 4 

加 0.4 克 草 辆 (anthrone) 于 100 毫升 浓 孔 SO 中 ， 混 
名 。 勿 与 衣物 ,皮肤 接触 。 

4。Barfoed 试剂 ”实验 5 

将 13.3 克 结 唱 栈 酸 铀 溶解 于 200 这 升 蒸 馅 水中, 过滤 后 
加 1.9 毫升 冰 酷 酸 , 混合 后 按 指导 应 用 . 

5。Benedict 试剂 ”实验 5,7,31 

分 别 制备 a，b 两 种 母液 : 

a. 溶解 173 克 柠 榜 酸 钠 及 100 克 无 水 碳酸 钠 于 800 毫 

升 热 蒸馏 水 中 ,过滤 并 用 疗 馅 水 稀释 至 850 毫升 ; 

b. 溶解 17.3 克 纯 结晶 硫酸 铀 于 100 毫升 蒸 饮 水 中 。 

应 用 的 试剂 ， 将 b 液 缓慢 和 注入 a 液 中 ， 禹 释 至 1 升 ， 混 
伍 : 

6。 Bial 试剂 ( 现 用 现 配 ) 实验 5 

溶解 5- 甲 基 共 二 队 (orcinol， 5-methyl-resorcinol) 6.0 
克 于 200 毫升 95% 乙醇 中 ,然后 加 40 滴 10% EeGcls 深入 , 混 
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匀 ( 溶 解 10 克 EeGls 并 加 蒸馏 水 至 100 毫升 )。 

7，Biuret 试剂 ”实验 13 

分 别 制备 a, b 二 液 : 

a 谊 KOH( 约 20% 重量/ 容量 ); 

b. 0.526 CuSOx( 重 量 / 容 量 ).。 

应 用 的 试剂 ， 将 未 知 该 与 a 液 等 体积 混合 后 ， 慢 慢 加 入 
b 液 工 这 升 ,等 待 颜色 反应 。 

8. 缓和 中 液 实验 32 

(其 他 缓冲 谱 根 据 类 型 按 字 母 顺 序列 在 每 一 实验 的 材料 
部 分 ) 

sa 胡 酸 钠 缓 训 液 (P 互 8.:.0，8.8，9.:0) 

分 别 制备 二 种 母液 : 

(GD 0.2 M HsBO5s (12.4 殉 HsBOs 溶 于 工 升 蒸馏 水 中 ) 

(2) 0.2M Na?B4O1.10 HiO (76.28 克 NayB4O; .10 H2O 
溶 于 工 升 蒸 馅 水 中 )。 

配制 不 同 PH 缓冲 液 时 ， 上 述 二 液 混合 用 量 如 于: 


硼酸 (0.2 M) “| ， 硒 酸 钠 (0.2 MD 
(毫升 ) | 和 (毫升 ) 
这 50 30.0 8.8 
2 50 4.9 8.0 
3 50 59.0 9.0 


*# 二 号 缓冲 液 用 于 酶 制备 及 其 他 反应 混合 物 (特殊 指明 者 例外 ). 
b. 础 酸 钠 缓冲 裕 (P 互 10.0) 
溶解 12.4 克 硼酸 于 100 毫升 1N NaOH( 无 碳酸 盐 ) ,再 
以 蒸馏水 稀释 至 1 升 . 
取 6 份 上 述 溶 液 加 4 份 0.1N NaO 互 ,P 互 约 为 10.0。 此 
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缓 训 液 用 于 实验 32E 项 . 

G. 磷酸 盐 缓 冲 液 (P 玉 6.2) 

分 别 制备 两 种 溶液 

(1) NazHPO4.2 HIO (11.876 克 溶 于 蒸 饱 水 稀释 至 1 
升 ); 

(2) KKH?PO4(9.078 克 溶 于 蒸 饮 水 稀释 至 工 升 )。 

取 2 份 (1) 液 加 8 份 (2) 液 ，p 互 约 为 6.2， 必 要 时 校准 
pH 值 , 如 实验 32 卫 项 所 述 用 此 缓冲 液 . 

9。 柠檬 酸 -磷酸 盐 缓 冲 液 (p 瑟 6.8) 实验 36 

分 别 制备 两 种 溶液 : 

a. 0.1M 柠 檬 酸 ( 含 1 个 结晶 水 ) :， 溶解 21.014 克 
GsHsOi1 .HzO 于 蒸馏 水 中 , 稀 释 至 1 升 . 

b. 0.2 M 磷酸 钠 (二 碱 价 ) 溶解 53:614 而 NasHPO4. 
7 HzO 于 蒸 饱 水 中 , 稀释 至 1 升 . 

取 182 毫升 a 液 加 618 毫升 b 液 ,以 蒸馏 水 稀释 至 I 升 ， 
pH 约 6.8。 用 此 缓冲 液 制备 重 碳酸 钠 溶液 ， 用 于 同 一 实验 
(参阅 实验 36 材料 部 分 )。 

10. 铜 氨 试 剂 ”实验 18 

溶解 Qu(OH)。 于 浓 NH4O 互 ， 制 备 气 氧化 铜 饱和 溶液 。 
溶液 饱和 后 无 需 过 兰 ， 倾 倒 深 蓝 液 于 玻璃 瓶 中 , 玻璃 塞 塞 紧 ， 
Ce 

。 二 苯胺 试剂 ( 现 用 现 配 ) 实验 2 

1 六 罗 ii 100 毫升 浓 HS94， 倒 入 玻璃 塞 的 议 瓶 
中 。 有 腐蚀 性 , 勿 与 衣物 .皮肤 接 扰 . 

12。 二 茶 胺 试剂 ( 现 用 现 配 》 实验 9 

1 克 二 苯胺 溶 于 100 毫升 冰 醋 酸 ， 再 加 2.75 毫 升 浓 
H2SO4, 倒 入 玻璃 闫 中 。 此 溶液 的 腐蚀 性 极 强 ， 

13. 乙 醛 酸 试剂 实验 1 
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加 10 克 镁 粉 于 烧瓶 中 , 加 少量 蒸馏 水 以 能 设 过 镁 粉 为 
宣 , 缓 慢 加 入 冷 的 饱和 草酸 钠 芒 250 毫升 ,同时 使 烧瓶 在 访 水 
或 冰 浴 中 冷却 。 过 滤 , 并 酸化 无 液 , 用 蒸馏 水 稀释 至 1 升 , 

14.， 绿色 安全 光 “实验 40,41( 人 参阅 本 附录 17) 

15. 碘 (LRD 试 剂 实验 7 

溶解 2.5 克 碘 及 5 克 KI 于 50 毫升 蒸馏 水 : 先 溶解 一 个 
以 后 再 溶 一 个 ,并 充分 搅拌 。 应 用 时 取 1 份 母 小 加 9 份 燕 饮 
水 稀释 . 

16. 谈 - 碘 化 钾 溶 液 “实验 18,19 

15 克 碘 化 钾 (KI) 溶 于 600 毫升 蒸馏 水 , 再 加 3 克 结 晶 
础 ,用 蒸馏 水 稀释 至 工 升 . 

17.。 光源 及 滤 光 片 ”实验 40,41 

a. 绿色 安全 光 ( 透 光 范 围 510 一 550 毫 微 米 )， 可 用 15 瓦 
绿色 日 光 灯 装配 , 深 绿 色 玻 璃 纸 过 让 .。 使 用 前 用 分 光 光 度 计 
检验 其 透 光 光谱 (参阅 滤 光 片 一 一 透 光 光 谱 )。 此 点 很 重要， 
因为 各 种 着 光 物 有 差异 。 例 如 , 一 层 绿色 玻璃 纸 往往 不 能 达 
到 要 求 , 而 是 绿色 和 蓝 色 下 璃 纸 结合 着 用 才能 得 到 满意 结果 . 

合适 的 滤 光 片 应 该 放 在 灯泡 的 前 面 , 并 与 灯 辕 贴 紧 , 使 其 
不 露 光 。 另 一 个 办 法 是 用 手电 简 简 单 地 通过 适宜 的 过 滤 物 而 
得 到 合用 的 绿色 安全 光 . 

b. 远 红 光 ( 透 光 范 围 700 一 735 毫 微 米 )， 可 用 40 或 60 
瓦 普通 自 热 台灯 经 四 层 蓝 色 、 一 层 绿色 及 二 层 红色 玻璃 纸 过 
滤 即 可 。 但 玻璃 纸 的 性 质 不 同 , 必要 时 在 使 用 前 检 查 透 过 光 

著 用 探照灯 , 必须 以 一 杯 6 厘米 深 的 水 将 照射 的 样 品 隔 
开 。 高 瓦 数 的 灯泡 若 长 时 间 照 射 可 能 谭 白 玻璃 纸 的 色素 。 用 
低 瓦 数 的 灯泡 ,可 将 过 让 器 放 在 光源 前 面 并 紧 贴 在 灯 置 上 . 
另 一 个 解决 办 法 是 将 材料 放 在 疫 有 盖 的 瞳 箱 中 , 用 过 滤 物 代 
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赫 暗 箱 盖 . 

c. 红 光 ( 透 光 范 围 590 一 700 训 微 米 )， 在 台灯 上 装 一 个 
40 瓦 红色 或 白色 白 热 灯 移 ,一 个 冷 的 白 日 光 灯 或 红 日 光 灯 亦 
可 。 一 般 用 两 层 红 玻 璃 纸 着 光 . 

d4. 让 光 片 一 一 透 光 光 谱 ; 

测定 站 光 系统 的 透 光 光谱 时 将 玻璃 纸 片 切 成 与 分 光 光 度 
计 小 杯 大 小 相同 的 长 方块 或 圆 片 。 把 纸 片 贴 附 于 小 杯 内 壁 
(靠近 光 的 一 面 )。 为 了 把 延 光 光 谱 测 得 准确 ,使 下 光 物 在 壁 
上 贴 平 并 使 一 切 光 首先 通过 着 光 物 是 绝对 需要 的 。 同 样 , 准 
备 第 二 个 小 杯 用 无 色 玻 璃 纸 为 对 照 。 

测量 透 光 光 谱 时 在 450 一 750 获 微 米 范 围 内 ， 间 隔 15 毫 
微米 。 测量 每 一 个 波长 时 均 调 无 色 玻璃 纸 的 小 杯 的 透 光 为 
1002% 。 如 采 选 用 的 焉 光 系 统 达 不 到 所 需 透 光 光 谱 的 要 求 , 则 
用 试验 决定 兰 光 材料 的 组 合 ,一 旦 得 到 所 需 的 光谱 即 可 按 前 
法 使 用 . 

18. 镁 试剂 ( 现 用 现 配 ) 实验 2 

0.1 克 NasPO4 及 30 克 NH4GI 溶 于 50 毫升 蒸 饮水 . 
加 2.5 毫升 浓 NH4O 互 ,用 蒸馏 水 稀 杰 至 100 巧 升 ， 储 于 滴 瓶 
中 . 

19. 甲 基 红 溶液 ”实验 19 

0.5 克 甲 基 红 溶 于 300 室 升 95% 乙 醇 , 用 燕 馅 水 稀释 至 
500 毫升 ,充分 混和 多， 

20. Millon 试剂 ”实验 11 

10 毫升 液体 未 溶 于 188 毫升 浓 了 NO (小 心 操 作 ) 溶解 
时 用 通风 橱 。 当 释放 的 棕色 气体 停止 时 ,， 加 两 倍 体积 的 蒸馏 
水 。 倒 出 上 清 滚 储 于 有 玻璃 赛 的 瓶 中 。 

21. Molish 试剂 实验 5 

溶解 10 克 cx- 蔡 酚 于 100 毫升 95% 乙 醇 , 储 于 有 玻 璃 塞 
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的 瓶 中 . 

22. Nelson's 偶 砷 钼 试剂 ”实验 49 

分 别 制备 两 种 母 液 ; 

a. 25 克 (NH4)6Mo7O2 4H2O 溶 于 450 毫升 蒸 饮水 ,再 加 
21 毫升 浓 互 :SO4， 混 勾 ; 

b. 3 克 Na AsO+。7H2O 溶 于 25 训 升 蒸馏 水 。 

应 用 溶液 ， 
-混合 ab 二 液 , 储 于 棕色 瓶 中 , 必 须 至 少 在 用 前 一 天 制 
备 好 . 若 产生 淡 绿 色 则 不 宜 应 用 . 

23. 水 合 茄 三 酮 试剂 ( 现 用 现 配 ) 实验 11 

0.1 克 水 合 荫 三 酮 (ninhydrin) 溶 于 100 训 升 水 饱和 的 正 
了 丁 醇 中 , 储存 在 玻璃 瓶 中 。. 

24. 水 合 匣 三 酮 喷 酒 剂 ( 现 用 现 配 ) 实验 12 

0.2% 水 合 茄 三 酮 该 ( 溶 0.2 克 水 合 荀 三 酮 triketohydrin- 
dene hydrate) 于 100 毫 升水 饱和 的 正 丁 醇 。 

25. 5- 甲 基 葵 二 酚 (Orcinol 试剂 ( 现 用 现 配 ) 实验 9 

0.5 毫 升 10% HEeGls (重量 /容量 ) 用 谊 互 G1 稀释 至 100 
毫升 ,再 溶解 1 克 5- 甲 基 葵 二 酚 , 充 分 混 勾 。 有 腐蚀 性 ， 勿 与 
0 四 

。 对 - 甲 氧 基 茶 胺 (P-Anisidine) 试剂 〈 现 用 现 配 ) 

2 6 | 

极 2 毫升 磷酸 于 50 毫升 95% 乙醇 中 .溶解 0.5 克 对 - 
甲 氧 基 苯 胺 于 此 混合 液 , 然 后 加 过 量 浓 HGI 至 溶液 变 为 红 紫 
色 . 

27。 葵 肝 试 剂 (phenylhydrazine) 实验 5 

加 2 克 盐 酸 茶 肝 (phenylhydrazine hydrochloride) 于 30 
毫升 水 中 并 搅拌 。 纯 化 合 物 可 以 完全 溶解 ,必要 时 过 兰 、 加 
3 克 无 水 酷 酸 钠 混合 之 。 注意 ,共有 有 毒 ! 不 得 接触 皮肤 . 
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28， 磷酸 盐 缓 冲 液 (0.3 M,pPH7.0) 实验 34 

依次 溶解 4 克 KE2PO 及 .5.2 克 : 开 HPO4， 用 蒸馏 水 黎 
释 至 100 毫升 。 用 HGl 或 NaOH 调 -: 了 于 至 720， 

23.。 磷酸 -柠檬 酸 缓冲 液 (P 世 5.6) 实验 7 

分 别 制备 两 种 母 疲 ， 

a. 100 毫升 0.1M 柠檬 酸 咨 和 被 ; 

b.100 毫升 0.2 M Na?HPO4 溶液 , 

应 用 溶 该 

42 毫升 a 液 加 58 毫升 b 液 混 匀 .必要 时 用 世 GC1 或 
NaoOH 调 了 B 互 5 至 :556。 

30. 多 和 孔 陶 瓷 杯 “实验 24 

31. 磷酸 钾 缓 冲 液 (2mM,P 世 5.8 一 6.0)， 实验 56 

制备 两 种 母 彼 ， 

a. 0.02M XH?PO4:， 溶解 0.272 克 KH?PO4 并 用 蒸 饮 水 
稀释 至 100 毫升 ; 

b. 0.02M K?HPOi， 溶 解 0.348 克 上 KyHPO 并 用 蒸 饮 
水 稀释 至 100 毫升 , 

应 用 绥 冲 彼 : 

取 20 毫升 a 液 倒 和 烧杯, 慢 慢 加 少量 液 调 到 所 需 的 P 瑟 
值 (5.8 一 6.0 之 间 ) .每 次 加 入 pb 液 时 一 定 要 混 匀 并 校正 P 互 值 . 

调节 p 互 值 后 , 稀 灵 10 倍 再 校正 P 互 值 , 用 于 实验 申 。 

32。， 间 葵 二 酚 (Resorcinol)-HC1 试剂 ， 实 验 38 

制备 两 种 母 彼 : 

a. 0.1 克 间 葵 二 酚 及 0.25 克 硫 脲 (thiourea) 溶 于 100 毫 
升 冰 酷 酸 , 贮 于 深 棕 色 瓶 中 ; 

b. 5 份 浓 HCL 用工 份 蒸馏 水 稀释 . 

应 用 试剂 ; 

使 用 试剂 前 将 工 份 a 液 加 7 份 p 液 混合 
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33. 钉 红 溶液 ”实验 18 

加 5 滴 NH4OH 制备 100 毫升 弱 碱 性 燕 饮 水。 在 此 水 
中 加 钉 红 (Ruthenium red) 至 显 浅 桃红 色 为 十。 放 识 色 瓶 中 
可 储存 数 日 。 最 好 现 用 现 配 . 

34. Seliwanoff 试剂 “实验 5 

0.05 殉 间 茶 二 酚 溶 于 100 这 升 稀 互 CGI 中 ( 互 G1:H2O 王 1:2) 
充分 混 匀 . 

35. 柠檬 酸 -磷酸 盐 缓 冲 液 中 的 重 碳酸 钠 (10 一 及 10…MI) 
实验 36 

制备 柠檬 酸 -磷酸 盐 缓冲 液 (p 也 6.8), 见 9 . 

a.、 10-2M 重 碳酸 钠 溶 液 ， 将 0.420 克 NaHGO。 溶 于 柠 
楼 酸 -磷酸 盐 缓冲 液 (pH6.8) , 定 容 至 500 毫升 . 

b. 10-3M 重 碳酸 钠 溶 液 ， 将 0.042 克 NaHGCOs 溶 于 柠 
榜 酸 -磷酸 盐 缓 冲 液 (p 下 6.8) , 定 容 至 500 训 升 ; 

36. NaCN 溶液 (有 毒 ! ) 实验 11 

制备 100 毫升 0.8N _ NaOH 溶液 (3.2 殉 NaoO 于 加 燕 
馏 水 至 100 毫升 ).。 99 毫升 此 溶液 加 1 死 NaGN 充分 混 
了 

37。 亚硫酸钠 溶液 ”实验 1 

制备 100 训 升 0.5N NaO 互 溶液 (2 死 NaOH 加 水 至 
100 毫升 ) , 取 此 溶 滚 85 毫升 加 15 克 NazSOs ,充分 混 勺 。 

38. Somogyi 试剂 ”实验 49 

制备 两 种 母液 : 

ai 24 克 无 水 NazGOs,16 殉 NaHGOs,12 殉 酒 石 酸 钾 钠 
及 140 克 无 水 Na?SO4 , 溶 于 800 毫升 蒸 馅 水 , 溶解 时 注意 一 
企 药剂 完全 溶解 后 再 加 劝 一 个 ; 

b. 4 页 GuSO,.5H2O 及 40 克 无 水 ”NaySO 溶 于 200 训 
升 蒸馏水。 
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应 用 试剂 (配制 后 立即 应 用 ):; 
取 4 份 a 湾 加 1 份 液 ,充分 混 多 。 
39. 大 豆 (组 织 培养 用 ) 实验 51,52 
用 做 细胞 分 裂 素 的 生物 测定 材料 的 大 豆 以 Aceme' 品种 
的 敏感 性 和 专 一 性 最 好 ， 下 列 品种 也 能 应 用 :Agate，Elam- 
beau,， Norchiet， Grant， Blackhavwvk，Ghippewa， Dinfield， 
Shelby，Glark，Peking,，Dorman,， Hood，Lee, Jackson，Biloxi。 
40. 0.5% 淀粉 溶液 “实验 7 
5 殉 可 溶 殿 粉 悬浮 于 50 毫升 蒸馏 水 中 , 混合 后 将 其 倒 大 
950 oo 强力 搅拌 , 照 实 验 所 示 使 用 . 
.苏丹 亚 溶液 ”实验 18 
0.1 克 苏 丹 亚 (Sudan 亚 ) 溶 于 50 毫升 95% 乙 醇 中 ， 搅拌 
着 加 入 50 训 升 甘油 . 
42。 Tris 缓冲 液 (0.1M;pH7.6) 实验 8 
溶解 12.1 克 THAM [三 ( 羟 甲 基 ) 氨基 申 烷 ]J 于 980 毫 
升 蒸馏 水 ,用 HG]1 调 其 pH 至 7:6, 定 容 至 1 升 ， 如 果 不 要 
一 升 可 按 比 例 少 配 . 
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